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SOUHRN

Uvod:

Akutni pankreatitida (AP) je 1 v souCasné dobé¢, ptes veskery pokrok diagnostiky i 1écby,
véetné vSech moznosti intenzivni péce, zdvaznym onemocnénim. Mortalita tézkych forem
AP sice poklesla, ale stale se pohybuje kolem 10%. Co nejcasnéjsi stratifikace nemocnych a
predikce zavazného a komplikovaného pribéhu umoznuje cilenou terapii Sitou na miru.
Dtlezitym faktorem pro prognézu onemocnéni je infekce pankreatické nekrézy, ktera s sebou
nese dramaticky vzestup morbidity i mortality a vyzaduje odlisny terapeuticky piistup.

Radu let se pouzivaji pro predikci zavaznosti akutni pankreatitidy rizné laboratorni ukazatele
nebo jejich kombinace ve formé skérovacich systémdu. Jelikoz stale neni jejich diagnosticka
efektivita (senzitivita, specificita, pozitivni a negativni prediktivni hodnota) ideéalni, hledaji se

nové markery a skorovaci systémy s lepSimi charakteristikami.

Cile disertacéni prace:

Predkladana disertaéni prace se zaméiuje na dvé oblasti vyuziti laboratornich vysetfeni u
akutni pankreatitidy, kterymi jsou:
a) diferencialni diagnostika sterilni a infikované nekrozy

b) ¢asna predikce zavaznosti prib&hu akutni pankreatitidy

Hlavni cile prace:

a) studie I:
1. Analyzovat moznost diferencidlni diagnostiky sterilni a infikované
pankreatické nekréozy u pacientl stézkou AP sériovym stanovenim
interleukinu 6 (IL-6)
b) studie II:

2. Analyzovat hladiny adiponektinu (ADP), fibroblastového rtstového faktoru
21 (FGF-21) a adipocytarniho vazebného proteinu pro mastné kyseliny (A-
FABP) v porovnani se zanétlivymi markery C-reaktivnim proteinem (CRP),
IL-6 a prokalcitoninem (PCT) v Casné fazi AP

3. Ovéfit mozZnost predikce zdvaznosti AP s pouZitim hladin ADP, A-FABP a
FGF-21 4. den po piijeti ve srovnani se zanétlivymi markery CRP, IL-6 a PCT

4. Studovat vzajemnou asociaci uvedenych markerti — adipokinil a zanétlivych

ukazateldl — v pribéhu AP metodami korelacni a regresni analyzy.



Experimentalni ¢ast:
Studie I:

Metodika: V prvni préaci jsme analyzovali laboratorni vysledky celkem 59 pacientt

hospitalizovanych s tézkou akutni pankreatitidou (klasifikované podle Atlantské klasifikace
1992) na chirurgickém odd¢leni Nemocnice Pisek v letech 2000 — 2006. U 76% z nich byl
pravidelné kazdy den od pfijeti vySetfovan C-reaktivni protein (CRP) a interleukin-6 (IL-6), u
24% znich byla data k dispozici obden. Pacienti bez vysledkii CRP a IL-6 dostupnych
alespofi obden byli ze studie vyfazeni. Dostate¢na data byla k dispozici u 42 pacientti: 14 s
IN prokézanou mikrobiologicky ¢i dle jednoznaénych CT znamek, 28 se SN. Data byla
ziskdna retrospektivné z chorobopisii a laboratorniho informac¢niho systému. CT vySetfeni
bylo provadéno mezi 4. a 7. dnem hospitalizace za pouziti aplikace kontrastni latky
intraven6zné k posouzeni rozsahu nekréz a urceni Balthazarovy klasifikace, na CT pfistroji
firmy TOSHIBA, rok vyroby 1999. Mikrobiologicky prukaz infikované nekrézy byl
proveden kultivaci nekrotické tkané odebrané tenkojehlovou biopsii nebo pii drenazi
abscesovych dutin realizované pod CT kontrolou. Jasné CT znamky infekce pankreatickych
nekréz zahrnovali pfitomnost bublinek plynu (svédc¢ici pro anaerobni infekci). Hodnoceni
CRP a IL-6 bylo realizovéano pro prvnich 8 dni hospitalizace. Pti statistickém zpracovani byl
pouzit prumér hodnot markerd ze dnti 5 a 6 a dale 7 a 8, divodem byly chybéjici hodnoty u
n¢kterych pacientll v kazdém uvedeném dni — pokud byla k dispozici pouze jedna hodnota,
pouzila se tato.

Vysledky: Cil 1. Signifikantni rozdily hodnot IL-6 mezi soubory pacientli se sterilni
vs. infikovanou nekrozou byly nalezeny pro 5. a 7. den hospitalizace (p=0,004 pro oba dny).
U CRP nebyly ve studované dny Zadné signifikantni rozdily mezi uvedenymi skupinami
prokazany. ROC analyza prokazala statisticky vyznamny rozdil mezi CRP a IL-6 v 5. a 7.
den hospitalizace: AUC pro IL-6 v 5. den=0,774, 95% CI=0,630-0,882, p=0,037; AUC pro
IL-6 v 7. den=0,781, 95% CI=0,618-0,899, p=0,006. Pro cut-off hodnotu IL-6 v diskriminaci
sterilni a infikované nekrézy 100 ng/l platnou od 5. dne hospitalizace bylo p<0,005,
senzitivita 87%, specificita 90%, PPV 78%, NPV 77%; pro 150 ng/l bylo p<0,01, senzitivita
100%, specificita 92%, PPV 100%, NPV 76%.

Studie II:

Metodika: Druhd prace se zabyvala analyzou hodnot adipokini a zanétlivych
biomarkeri u pacientli s akutni pankreatitidou. Zaméfili jsme se na korelaci hodnot
uvedenych markerti pti pfijeti a 4. den hospitalizace s pribéhem, resp. zavaznosti akutni
pankreatitidy hodnocenym dle zobrazovaci metody (CT vySetieni se stanovenim CTSI skore
zavaznosti AP).

Soubor pacient (n=84, 37 zen, 47 muzl) byl tvofen pacienty hospitalizovanymi pro

akutni pankreatitidu na internim a chirurgickém oddéleni Nemocnice Pisek, a.s. (n=15) a



pacienty s akutni pankreatitidou hospitalizovanymi na II. interni klinice gastroenterologické a
hepatologické Fakultni nemocnice Olomouc (n=69). Studie byla schvalena Etickou komisi
Fakultni nemocnice Olomouc. Néabor pacienti zapocal 1.7.2012 a byl ukoncen 30.4.2014.
Kritériem pro zafazeni byla diagnoza akutni pankreatitidy stanovena na zakladé anamnézy,
klinického nalezu a nejméné¢ 5ti nasobného vzestupu hladiny amylazy v séru proti hornimu
rozmezi referencniho intervalu. U téchto pacienti byly shromazd’ovany vzorky séra ze dne
ptijeti, dale 4. dne a 7. dne hospitalizace (v zavislosti na dobé hospitalizace). Od pacientt byl
ziskdvan informovany souhlas. Celkem bylo do studie zahrnuto 84 pacientii s akutni
pankreatitidou, u vSech bylo provedeno CT vySetfeni. Zanétlivé biomarkery — CRP, IL-6 a
PCT byly vySetfeny u vSech vzorkt v den odbéru, do 2 hodin od provedeni separace séra. Ze
vzorki byl oddé€len aliquot séra, ktery byl zamrazen na -80 °C a po ukonceni naboru pacienti
byla provedena analyza adipokint: celkovy adiponektin, A-FABP a FGF-21(aliquot byl
skladovan pfi -80 °C do dne analyzy). Analyzy byly provedeny na Oddéleni klinické
biochemie Fakultni nemocnice Olomouc za pouziti nasledujicich kitd: Human Adiponectin
ELISA, Human A-FABP ELISA a Human FGF-21 ELISA (vSe Biovendor Laboratorni
Medicina, Brno, Ceska republika), podle navodu vyrobce a po verifikaci viech metod. Oba
variacni koeficienty za podminek opakovatelnosti i mezilehlé preciznosti byly <15%.
Vsichni pacienti podstoupili kontrastni CT vysetfeni. Bylo stanoveno Balthazarovo skore,
rozsah nekrozy a CTSI. Ciselné maximum CTSI je 10 bodi a je souétem Balthazarova skore
a skore pankreatické nekrézy. CT vysetieni ve FN Olomouc byla provedena na ptistrojich CT
LightSpeed VCT a CT LightSpeed RT16 firmy GE Healthcare, Waukesha, USA. CT
vySetfeni v Nemocnici Pisek, a.s. byla provedena na pfistroji Toshiba Aquilion 64 CT
scanner, firmy TOSHIBA, Tokyo, Japonsko. CT vySetteni byla provedena béhem 5 dnii od

ptijeti. Pacienti byli rozdé€leni v zavislosti na zavaznosti AP do skupin a to dvojim zptsobem:

I.  rozdé¢leni na 2 skupiny lehkd AP (0-3 b. CTSI) a tézka AP (4-10 b. CTSI)
II.  rozd€leni na 3 kategorie A (0-2 b. CTSI), B (3-4 b. CTSI), C (5-10 b. CTSI)

Druhé rozdéleni bylo provedeno kviili moZnosti sledovat podrobnéji trend hodnot
adipokintl a zanétlivych markeri v zavislosti na zavaznosti AP.

Data byla statisticky zpracovana (software MEDCalc, firma MedCalc Software,
Ostend, Belgie). Data byla testovana na normalitu D’Agostino-Pearsonovym testem, pro
nenormalni rozloZeni dat bylo porovnani skupin provedeno pomoci Kruskal-Wallisova testu.

Po prvotnim zpracovani naméfenych dat byly provedeny tfi subanalyzy (¢lenéno dle
cil prace):

Cil 2. Analyza hladin adiponektinu, A-FABP a FGF-21 v ¢asné fazi AP:

Statistickd analyza byla provedena ve skupiné vSech jedincti s diagnézou AP a dale ve
skupinach rozd&lenych podle BMI (BMI<25,0 kg/m* and BMI>25,0 kg/m?), CTSI skore
(CTSI A, 0-2 body; CTSI B, 3-4 body; CTSI C, 5-10 bodl) a podle klasifikace na




lehkou/tézkou AP na zakladé¢ CTSI skore (lehka AP, 0—4 body; tézka AP, 5-10 bodi).
Rozdily mezi proménnymi v jednotlivych laboratornich ukazatelich ve skupiné byly
analyzovany Wilcoxonovym parovym testem. Rozdily mezi proménnymi v jednotlivych
laboratornich ukazatelich mezi dvéma skupinami byly analyzovany Mann-Whitneyho U
testem. Rozdily v proménnych mezi tfemi skupinami (rozdélenymi podle CTSI skore) byly
analyzovany Kruskal-Wallisovym testem. Pro statistické zpracovani korelace mezi
jednotlivymi parametry jsme pouzili pro seSikmené rozdéleni jednorozmérnou Spearmanovu
korelacni analyzu. Vicendsobnd regresni analyza byla provedena pro otestovani nezavislé
asociace mezi zavislymi a nezavislymi proménnymi.

Cil 3. Analyza predikce zdvaznosti AP s pouzitim hladin ADP, A-FABP a FGF-21 4. den po
V této analyze byl pouzit Kolmogoroviiv-Smirnoviv test k otestovani normalniho rozlozeni

dat. Rozdily proménnych mezi podskupinami lehké a t€zké AP byly otestovany Mann-
Whitneyho U testem. Rozdily mezi proménnymi tii skupin rozdélenych podle CTSI skore
byly analyzovany Kruskal-Wallisovym testem. Pro statistické zhodnoceni korelace mezi
jednotlivymi parametry jsme pouzili jednorozmérnou Spearmanovu korelacni analyzu pro
proménné se seSikmenym rozlozenim. Pro otestovani nezavislé asociace mezi zavislymi a
nezéavislymi proménnymi byla provedena vicenasobna regresni analyza. Pro vypocet cut-off
hodnot, pozitivnich prediktivnich hodnot (PPV), negativnich prediktivnich hodnot (NPV),
plochy pod kiivkou (AUC), senzitivity aspecificity byla provedena receiver-operator
characteristics (ROC) analyza.

Cil 4. Analyza vzajemné asociace uvedenych markeru — adipokinud a zanétlivych ukazatelt —

v prubéhu AP metodami korelaéni a regresni analyzy.

Pro statistické zhodnoceni korelace mezi jednotlivymi parametry jsme pouZili
jednorozmérnou Spearmanovu korelacni analyzu pro proménné se seSikmenym rozloZenim.
Pro otestovani nezavislé asociace mezi zavislymi a nezavislymi proménnymi byla provedena

vicendsobna regresni analyza.

Ve vSech ptipadech byl statistickd analyza provedena programem SPSS pro
Windows, verze 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Hodnoty pravdépodobnosti p<0,05

byly povaZzovany za statisticky vyznamné.

Vysledky:

Cil 2. V celé skuping jednotlivct s diagnézou AP nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily
mezi ADP a CRP ve srovnani hladin v den 1 a 4. Oproti tomu byl béhem 4 dni hospitalizace
zjistén vyznamny pokles v koncentracich A-FABP, FGF-21, IL-6 (p<0,000) a PCT (p<0,05).
Ve skupiné jedinct s BMI>25 kg/m” bylo pozorovano vyznamné zvy3eni hladin A-FABP jak



v den 1, tak v den 4 (p=0,002 a p=0,005), ve srovnani s pacienty s BMI<25 kg/m’.
Koncentrace CRP a IL-6 byly vyssi pouze v den 4 (p=0,005 a p=0,003). Podobn¢ jako ve
skuping vsech pacientli byly hladiny A-FABP, FGF-21, IL-6 a PCT (pouze u jedincti s BMI <

25 kg/m2) vyznamné nizs§i v den 4 v porovnani se dnem 1.

Cil 3. Ve skupinach tézké AP ve srovnani s lehkou formou nemoci byl pozorovan 4. den
vyznamny vzestup hladin CRP (p<0,000) a IL-6 (p<0,01), zatimco v plazmatickych
hladinéch adipokinti a PCT nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily. Pouze hladiny FGF-21 a
PCT jevily trend k vy$$§im hodnotdm u té¢zké AP. Pii ROC analyze vyslednad plocha pod
ktivkou (AUC) odhalila, ze nikoli ADP, FGF-21 A A-FABP, avSak pouze CRP
(AUC=0,815) a IL-6 (AUC=0,738) byly vhodné, ale nikoli vynikajici, jako potencialni
prediktory zavaznosti nemoci 4. den po pfijeti. Cut-off hodnoty stanoveny pro oba ukazatele:
100 mg/l pro CRP a 37 ng/l pro IL-6, s negativnimi prediktivnimi hodnotami 96% a 92% a

pozitivnimi prediktivnimi hodnotami 39% a 29%.

Cil 4. V podskupinach lehké/tézké AP byly hodnoty A-FABP vyznamné korelovany se vSemi
prozanétlivymi ukazateli a v pfipadé jedinct s tézkou AP také s FGF-21 (4. den po pfijeti).
Pozitivni korelace FGF-21 se vSemi vySetfovanymi ukazateli byla nalezena u tézké AP,
zatimco v podskupiné lehké AP byla zjisténa korelace pouze s CRP. A-FABP byl pozitivné
asociovan s PCT u podskupin lehké i t¢zké AP a také hladiny ADP a CRP predikovaly
koncentrace A-FABP u pacienti z podskupiny lehké AP. Oproti tomu FGF-21 byl pozitivné

asociovan s ADP a negativné s CRP, zejména v podskupiné téZké AP.

Zavery:
Clenéno dle jednotlivych cilt prace:

1. V nasi praci bylo zjisténo, Ze hladiny interleukinu-6 od 5. dne hospitalizace dokaZou
rozliSit sterilni a infikovanou nekrézu. ROC analyza prokéazala hodnotu AUC pro IL-6
v 5. den=0,774, v 7. den=0,781. Pro cut-off hodnotu IL-6 v diskriminaci sterilni a
infikované nekrézy 100 ng/l platnou od 5. dne hospitalizace bylo p<0,005, senzitivita
87%, specificita 90%, PPV 78%, NPV 77%; pro 150 ng/l bylo p<0,01, senzitivita 100%,
specificita 92%, PPV 100%, NPV 76%. Dle vysledkli nasi prace by mohl IL-6
diagnostikovat infikovanou nekrézu s vysokou senzitivitou, specificitou a pozitivni
prediktivni hodnotou 2-5 dni pfed potvrzenim kultivaénim mikrobiologickym vySetfenim.
CRP na rozdil od IL-6 tuto diskriminacni schopnost (odliSeni sterilni a infikované
nekrdzy) nema4, jeho hladiny jsou od 2. dne vyrazné€ zvyseny, statisticky vyznamny rozdil

u pacientl se sterilni nekrozou vs. infikovanou nekr6ézou neni pfitomen.
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2. V celé skupiné jednotlivci s diagnézou AP nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily
mezi ADP a CRP ve srovnani hladin v den 1 a 4. Oproti tomu byl béhem 4 dni
hospitalizace zjistén vyznamny pokles v koncentracich A-FABP, FGF-21, IL-6
(p<0,000) a PCT (p<0,05). Podobné jako ve skupin¢€ vSech pacienti byly hladiny A-
FABP, FGF-21, IL-6 a PCT (pouze u jedincii s BMI < 25 kg/m?) vyznamné& niz§i v den 4

v porovnani se dnem 1.

3. Adiponektin, fibroblastovy ristovy faktor 21 ani adipocytarni vazebny protein pro
mastné Kyseliny neprokazaly schopnost predikovat zavaznost akutni pankreatitidy.
Pouze u fibroblastového rustového faktoru 21 byl patrny urdity trend ke schopnosti
diskriminace mezi nékterymi kategoriemi zavazZnosti akutni pankreatitidy. Oproti
zanétlivym markerim tedy adipokiny nelze prozatim pro predikci zdvaznosti AP
vyuzit. Nicmén¢ je nutny dals$i vyzkum k posouzeni jejich dynamiky v dal$im prabehu
AP. Zejména pro FGF-21, ktery je exprimovan v metabolicky aktivnich tkanich, tedy i
v pankreatu, existuje malo studii a s ohledem na urc€ity trend diskriminace kategorii CTSI
v na$i praci je nutno jej brat v potaz. Podle naSich znalosti je nase studie prvni, kde byly
zjiStovany hodnoty A-FABP a FGF-21 v casné fazi AP. Nenalezli jsme zadné rozdily
mezi skupinami. Nicméné vyznamny pokles byl zjiStén v podskupindch mezi 1. a 4.
dnem po pfijeti (spolecné, ale nezavisle na poklesu hladin IL-6). FGF-21 byl vyrazné
zvySen v den 1, coz potvrzuje vysledky animalnich studii, kde jeho gen naznacuje
potencialni ulohu v bezprostiedni odpovédi na poSkozeni pankreatu stimulaci redukce
tkanového zanétu a fibrozy. ADP, A-FABP a FGF-21 neposkytly vyznamny vysledek v
ROC analyze naznacujici chaby potencial pro diskriminaci zdvaznosti onemocnéni v den
4. MozZnost predikce zavaznosti AP jsme potvrdili u CRP 1. den hospitalizace pouze
pro ¢ast pacienti (kategorie CTSI A vs. B). V prezentované studii bylo CRP 4. den
po prijeti v podskupinach pacientii s téZkou AP a vy$§im CTSI skore vyznamné
zvySeno. Pro cut-off hodnotu CRP 100 mg/l byla zjiSténa vysoka NPV (96%),
pozitivni predikce je vSak problematicka. Na rozdil od PCT, byly v nasi praci
zvySené hodnoty IL-6 asociovany s téZkymi formami AP v den 4. Mezni hodnota IL-
6 37 ng/l vyloucdila tézkou AP s NPV 92%, ale PPV byla pouze 29 %. TudiZ nase
vysledky mohou naznacovat diagnostickou pouzitelnost jak CRP, tak IL-6 k vylouceni
tézké formy AP s vysokou negativni prediktivni hodnotou 4. den po pfijeti. Tato studie
pfinesla dal$i evidenci diagnostického vyuziti plazmatickych koncentraci CRP a IL-6 k
vylouceni té¢zké formy AP s vysokou negativni prediktivni hodnotou ve ¢tvrtém dnu po
pfijeti. Vybrand cut-off hodnota pro IL-6 miiZze byt pouzita i pii pfijeti pro progndézu

zavaznosti a systémovych komplikaci AP.
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4. Pouzitim vicenasobné regresni analyzy jsme demonstrovali iizké propojeni A-FABP
s procalcitoninem béhem casné fize AP bez ohledu na tiZi onemocnéni. Negativni
asociace FGF-21 s CRP pravdépodobné odrazi prubéh téchto parametri v prvnich
¢tyfech dnech tézké AP. Objasnéni v dalSim vyzkumu je nezbytné pro silnou pozitivni
asociaci FGF-21 s ADP. Zadn4 asociace nebyla pozorovana mezi FGF-21 a A-FABP a
IL-6 napti¢ vSemi podskupinami. Tento fenomén mulze naznaCovat nezavislé chovani
vsech tii parametri v prab¢hu asné faze AP. Vicendsobna regresni analyza laboratornich
charakteristik s A-FABP jako zavisle proménnou ukazala pozitivni asociaci s
prokalcitoninem v obou podskupindch, navzdory nebakteridlnimu zanétlivému ptavodu
AP. Prokazali jsme, Ze A-FABP byl v naSi studii béhem casné faze AP uzce spjat s
prozanétlivymi faktory, bez ohledu na zavaznost onemocnéni. Pozitivni asociace s
ADP u jedincii s lehkou AP byla piekvapiva a nenalezli jsme zadné relevantni vysvétleni

tohoto fenoménu.
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SUMMARY

Introduction:

Despite all the progress of diagnosis and treatment including the possibility of in
intensive care acute pancreatitis (AP) is still a serious disease. Mortality of severe forms
decreased, but still hovers around 10%. Soon stratification of patients and prediction of
complications enables targeted and tailored therapy. Another important factor for the
prognosis of the disease is the infection of pancreatic necrosis, which carries a dramatic
increase in morbidity and mortality and requires a different therapeutic approach. For many
years, various laboratory biomarkers or combinations of them in the form of scoring systems
have been used to predict the severity of acute pancreatitis. Because of their diagnostic
efficiency (sensitivity, specificity, positive and negative predictive value) is not perfect,

research for markers or new scoring systems with improved characteristics still continues.

Thesis of dissertation

The thesis focuses on two areas of use of laboratory biomarkers in acute pancreatitis:
a) differential diagnosis of sterile and infected necrosis

b) early prediction of pancreatitis severity

Objectives of dissertation

a) study [:

1. To analyze the possibility of the differential diagnosis of sterile and infected
pancreatic necrosis in patients with severe AP  with serial measurement of
interleukin-6 (IL-6)

b) study II:

2. To analyze the levels of adiponectin (ADP), fibroblast growth factor 21 (FGF-21)
and adipocyte-fatty acids binding protein (A-FABP) in comparison with
inflammatory markers C-reactive protein (CRP), IL-6 and procalcitonin (PCT) in
the early phase of AP

3. To verify the possibility of prediction of severity of AP with determining levels of
ADP, A-FABP and FGF-21 on the fourth day of hospitalization in comparison
with inflammatory markers CRP, IL-6 and PCT

4. To analyze the association of individual markers - adipokines and inflammatory

markers during AP through correlation and regression analysis
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Experimental part:

Study I:
Methods: In the first work (study I), we examined 59 patients hospitalized with severe

acute pancreatitis (classified according to the Atlanta classification 1992) in the surgical ward
of Hospital Pisek in 2000-2006. 76% of them were investigated by C-reactive protein (CRP)
and interleukin-6 (IL-6) every day from the date of admission, in 24% of them data were
available every other day. Patients without results of CRP and IL-6 available at least every
other day were excluded from the study. Sufficient data were available in 42 patients: 14 with
microbiologically proven IN or according to unambiguous CT marks, 28 with SN. All data
were obtained by retrospective study of medical records and laboratory information system.
CT examination was performed between the 4th and 7th day of hospitalization using
intravenously administered contrast agent to assess the extent of necrosis and determine
Balthazar classification, using CT device TOSHIBA, production year 1999. Microbiological
verification of infected necrosis was performed by culturing necrotic tissue removed by fine
needle biopsy or during abscess cavities drainage under CT control. Clear CT signs of
infection of pancreatic necrosis included the presence of gas bubbles (indicative of anaerobic
infection). Evaluation of CRP and IL-6 were implemented for the first 8 days of
hospitalization, significant differences between groups of patients with sterile vs. infected
necrosis were found between the 5th and 8th day of hospitalization. We used average values
of markers of days 5 and 6 and also 7 and 8 for statistical processing, this was due to missing
values in some patients at each specified day - if there was only one value, this was applied.

Results: Objective 1. Significant differences in IL-6 levels between groups of patients
with sterile vs. infected necrosis were found for the fifth and seventh day of hospitalization (p
= 0.004 for both days). For CRP no significant differences between the above mentioned
groups were demonstrated at studied days. ROC analysis showed a statistically significant
difference between CRP and IL-6 in the 5th and 7th day of hospitalization: AUC for IL-6 on
the day 5=0,774, 95% CI=0,630-0,882, p=0,037; AUC for IL-6 on day 7=0,781, 95%
CI1=0,618-0,899, p=0,006. For the cut-off value of IL-6 in the discrimination of sterile and
infected necrosis 100 ng/l, valid from the fifth day of hospitalization we found following
results: p<0.005, sensitivity 87%, specificity 90%, PPV 78%, NPV 77%; for 150 ng/l:
p<0.01, sensitivity 100%, specificity 92%, 100% PPV, NPV 76%.

Study II:
Methods: In the study II we analyzed the levels of adipokines and inflammatory

biomarkers in patients with acute pancreatitis. We focused to correlation of above metioned
markers at admission and on the 4th day of hospitalization with the course and severity of AP
evaluated according imaging methods (CT examination with the determination of CTSI — CT

severity score of AP).
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The study was performed in the subjects with acute pancreatitis (n=84, 37 females, 47
males), diagnosed according to revised Atlanta classification from 2012. They had been
examined for the first time after admission on the 2nd Department of Internal Medicine,
University Hospital Olomouc, Czech Republic (n=69), and Department of Internal Medicine,
Hospital Pisek, Czech Republic (n =15), during the period from June 2012 to April 2014. The
inclusion criteria were the diagnosis of acute pancreatitis was based on patient‘s history,
clinical, laboratory (pancreatic amylase 5 times above upper reference limit) and radiological
findings during computed-tomography (CT) examination. The study was reviewed and
approved by the Ethics Committee of Medical Faculty and University Hospital Olomouc, and
the Ethics Committee of Hospital Pisek, and written informed consent was obtained from all
participants. In these patients, serum samples were collected from the date of adoption, as
well as the 4th day and 7th day of hospitalization (depending on the time of hospitalization).
From the patients was obtained informed consent. Study included 84 patients with acute
pancreatitis, CT examination was performed at every one of them. Inflammatory biomarkers
— CRP, IL-6 and PCT were investigated on the day of blood collection until 2 hours from
serum separation. Aliquotes were separated from each sample and concentrations of
adipokines (total adiponectin, A-FABP and FGF-21) were measured in these aliquotes
(stored at -80 °C) when inclusion was finished. Total adiponectin, A-FABP and FGF-21 were
measured in the Department of clinical biochemistry, University Hospital Olomouc by
following imunochemical kits: Human Adiponectin ELISA, Human A-FABP ELISA and
Human FGF-21 ELISA (all Biovendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Czech Republic),
according to the manufacturer's instructions and after verification of all three methods. Both
the intra- and inter-assay coefficients of variation were below 15 % for all parameters.

Every patient underwent contrast-enhanced CT examination (University Hospital
Olomouc: multislice helical CT, CT LightSpeed VCT and LightSpeed RT16, GE Healthcare,
Waukesha, USA; Hospital Pisek: Toshiba Aquilion 64 CT scanner, TOSHIBA, Tokyo,
Japan) within 5 days of admission. Patients were divided according to severity of AP into

groups in two ways according to CTSI score:

II. 2 groups: mild AP (0-3 p. CTSI) and severe AP (4-10 p. CTSI)
IV. 3 groups: A (0-2 p. CTSI), B (3-4 p. CTSI), C (5-10 p. CTSI)

The second division was performed because of the possibility to follow more closely
the trend values adipokines and inflammatory markers, depending on the severity of AP.

Data were statistically processed (MedCalc software, company MedCalc Software,
Ostend, Belgium), outliers were excluded (tested by Grubbs two-sided test with a coefficient
alpha = 0,05 and according to Tukey's test of 1977). The data were tested for normality with
D'Agostino-Pearson test and Kruskal-Wallis test was performed to compare the groups due to

non-normal distribution of the data.
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After initial processing of measured data we performed three detailed subanalysis (classified
by individual dissertation objectives):

Objective 2. Analysis of ADP, A-FABP and FGF-21 in the early phase of AP:

Statistical analysis was performed in the group of all subjects with diagnosis of AP and in
groups divided according to BMI (BMI < 25,0 kg / m2 and BMI> 25,0 kg / m2), CTSI score
(CTSI A 0-2 points; CTSI B 3-4 points; CTSI C, 5-10 points) and classification according to
mild/severe AP based on CTSI score (mild AP 0-4 points; severe AP 5-10 points).

Kolmogorov-Smirnov test was used to test the normal distribution of data. Differences

between the variables in the individual laboratory markers in the group were analyzed by
Wilcoxon paired test. Differences between the variables in different laboratory parameters
between the two groups were analyzed by the Mann-Whitney U test. Differences in variables
between the three groups (divided by CTSI score) were analyzed by Kruskal-Wallis test. For
statistical analysis of the correlation between the parameters we used one-dimensional
Spearman correlation analysis for skewed distribution. Multiple regression analysis was
performed to test the independent association between dependent and independent variables.

Objective 3. Analysis of prediction of AP severity with ADP, A-FABP a FGF-21 — day 4

after admission:

Kolmogorov-Smirnov test was used to test the normal distribution of data. Differences
between variables in mild and severe AP subgroups were tested with Mann-Whitney U test.
Differences in variables between the three groups (divided by CTSI score) were analyzed by
Kruskal-Wallis test. . For statistical analysis of the correlation between the parameters we
used one-dimensional Spearman correlation analysis for skewed distribution. Multiple
regression analysis was performed to test the independent association between dependent and
independent variables. Receiver Operator Characteristics (ROC) analysis was performed to
calculate cut-off values, positive predictive values (PPV), negative predictive values (NPV),
area under the curve (AUC), sensitivity and specificity.

Objective 4. Analysis of association of these markers - adipokines and inflammatory markers

- during AP with methods of correlation and regression analysis.

For statistical evaluation of the correlation between the parameters we used a one-
dimensional Spearman correlation analysis for variables with sloping layout. To test the
independent association between dependent and independent variables multiple regression
analysis was performed.

In all cases, the statistical analysis was done using SPSS for Windows, version 12.0

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Probability values of p <0.05 were considered statistically
significant.
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Results:

Objective 2. Throughout the group of individuals with a diagnosis of AP no significant
differences between ADP and CRP levels as compared on day 1 and 4 were found. In
contrast, during the 4 days of hospitalization A-FABP, FGF-21, IL 6 (p <0.000) and PCT
(p<0.05) revealed a significant decrease in concentrations. In the group of individuals with a
BMI>25 kg/m” a significant increase in the levels of A-FABP as on day 1 and on day 4
(p=0,002 and p=0,005) compared to patients with BMI<25 kg/m® was observed. The
concentration of CRP and IL-6 were higher only on day 4 (p=0,005 and p=0,003). Like in the
group of all patients, the levels of A-FABP, FGF-21, IL-6 and PCT (only in individuals with
a BMI<25 kg/ m?) were significantly lower at day 4 compared with the day 1.

Objective 3. In the groups of severe AP in comparison with the mild form of the disease a
significant increase in CRP levels (p <0.000) and IL-6 (p <0.01) was observed on the 4th day,
while in plasma adipokines, and PCT we found no significant differences. Only levels of
FGF-21 and PCT appeared trend towards higher values in severe AP. When analyzing the
resulting ROC area under curve (AUC) revealed that not ADP, FGF-21 and A-FABP, but
only CRP (AUC = 0.815) and IL-6 (AUC = 0.738) are appropriate, but not excellent, as
potential predictors of disease severity on the 4th day after admission. Cut-off values were
determined for both parameters: 100 mg/l for CRP and 37 ng/l for IL-6, with negative
predictive values of 96% and 92% and positive predictive values of 39% and 29%

respectively.

Objective 4. In subgroups of mild/severe AP the values of A-FABP were significantly
correlated with all inflammatory markers and in the case of individuals with severe AP also
with FGF-21 (4 days after admission). Positive correlation of FGF-21 with all the markers
was found in severe AP, while in the subgroup of mild AP correlation was found only with
CRP. A-FABP was positively associated with PCT in subgroups of mild/severe AP and the
levels of ADP and CRP predicted concentrations of A-FABP in the subset of patients with
mild AP. In contrast, FGF-21 was positively associated with ADP and negatively with CRP,

especially in the subgroup of severe AP.

Conclusions:

Classified by individual dissertation objectives:

1. In our study, we found that interleukin-6 levels from the fifth day of hospitalization
can distinguish sterile and infected necrosis. ROC analysis showed an AUC for IL-6 in
the fifth day = 0.774, 7th day = 0.781. For the cut-off value of IL-6 in discrimination of

sterile and infected necrosis 100 ng/l, valid from the fifth day of hospitalization, was
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p<0.005, sensitivity 87%, specificity 90%, PPV 78%, NPV 77%; for 150 ng/l, was
p<0.01, sensitivity 100%, specificity 92%, 100% PPV, NPV 76%. According to the
results of our work IL-6 could diagnose infected necrosis with high sensitivity, specificity
and positive predictive value 2-5 days prior to confirmation of microbiological
examination. Unlike IL-6, CRP this discriminatory ability (discrimination of sterile and
infected necrosis) has not, since the second day its levels are significantly increased and
statistically significant difference in patients with sterile vs. infected necrosis is not

present.

Throughout the group of individuals with a diagnosis of AP there were no
significant differences between ADP and CRP levels compared to day 1 and 4. In
contrast, during the 4 days of hospitalization a significant decrease in the
concentrations of A-FABP, FGF-21, IL-6 (p <0.000) and PCT (p <0.05) revealed.
Like in the group of all patients, the levels of A-FABP, FGF-21, IL-6 and PCT (only in
individuals with a BMI<25 kg/m”) were significantly lower at day 4 as compared with the

day one.

Neither adiponectin and fibroblast growth factor 21 nor adipocyte fatty acids
binding protein showed no ability to predict the severity of acute pancreatitis. Only
in fibroblast growth factor 21 there was an apparent trend to a certain
discrimination among some categories of severity of acute pancreatitis. Compared to
inflammatory markers, adipokines therefore cannot yet be useful for prediction of
the severity of AP. However, further research is needed to assess their dynamics in the
course of the AP. Especially for FGF-21, which is expressed in metabolically active
tissues, including the pancreas, there are few studies and with regard to certain trend in
discrimination among categories of CTSI in our work must be taken into account. To our
knowledge, our study is the first, where the values of A-FABP and FGF-21 in the early
phase of the AP were determined. We found no differences between groups. However, a
significant decrease was observed in the subgroups between day 1 and 4 after adoption
(together, but independently of the decrease in IL-6). FGF-21 was significantly increased
on day 1, which confirms the results of animal studies, wherein its gene suggests a
potential role in immediate response to pancreatic damage by stimulation of reduction of
tissue inflammation and fibrosis. ADP, A-FABP and FGF-21 did not provide a significant
result in ROC analysis, suggesting the poor potential for discrimination of severity of the
disease on the day four. The possibility of prediction of the severity of AP was
confirmed for CRP on first day of hospitalization for only a fraction of patients

(CTSI category A vs. B). In the presented study CRP on fourth day after admission
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in the subgroups of patients with severe AP and higher CTSI score was significantly
increased. For the cut-off value of CRP 100 mg/l we found high NPV (96%),
however positive prediction is problematic. Unlike the PCT, in our work elevated
IL-6 levels were associated with severe forms of AP on day 4. The limit of 1L-6 37
ng/l excluded severe AP with NPV of 92%, but PPV was only 29%. Hence, our
results could indicate diagnostic usability of CRP and IL-6 for the exclusion of a severe
form of the disease with high negative predictive value of the fourth day after admission.
This study provides further records of diagnostic use of plasma concentrations of CRP
and IL-6 to exclude severe forms of AP with a high negative predictive value on the
fourth day after admission. The selected cut-off value for IL-6 can also be used on

admission for the severity prognosis and prognosis of systemic complications of AP.

By way of multiple regression analysis we demonstrated the close link between A-
FABP and procalcitonin during the early phase of AP regardless of disease severity.
Negative association of CRP and FGF-21 probably reflects the progress of these
parameters in the first four days of severe AP. Clarification in further research is
necessary for a strong positive association of FGF-21 with ADP. No association was
observed among FGF-21, A-FABP and IL-6 across all subgroups. This phenomenon can
indicate the independent behavior of all three parameters during the early phase of AP.
Multiple regression analysis of laboratory characteristics with A-FABP as dependent
variable showed a positive association with procalcitonin in both subgroups, despite
nonbacterial inflammatory origin of AP. Thus we have shown that in our study A-
FABP was closely associated with pro-inflammatory factors during the early phase
of AP, regardless of the disease severity. Positive association with ADP in individuals

with mild AP was surprising and we found no relevant explanation for this phenomenon.
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akutni pankreatitida
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acute phase proteins/proteiny akutni faze

aspartataminotransferaza
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cluster of differentiation/povrchové znaky imunitnich bun¢k
contrast enhanced computed tomography/ vypocetni tomografie
svyuzitim kontrastni latky

coerulein induced pancreatitis/pankreatitida navozena ceruleinem
C-reaktivni protein

colony stimulating factor/faktor stimulujici kolonie

computed tomography/vypocetni tomografie

kardiotrofin-1

computed tomography severity index/ CT index zédvaZnosti

Dalton

deoxyribonukleova kyselina

epidermal growth factor/epidermalni ristovy faktor

enzyme linked immunosorbent assay/ imunostanoveni pomoci enzymu
endosonografie

fibroblast growth factor/fibroblastovy riistovy faktor
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1. UVOD

Akutni pankreatitida (AP) je i pfes vyrazné pokroky v diagnostice i 1écbé stale
zédvaznym onemocnénim s relativné vysokou mortalitou tézkych forem onemocnéni. Tézké
formy se sice vyskytuji méné Casto nez lehké, ale progrese z lehké formy do tézké je obtizné
predvidatelna a Casto bleskova (1). Akutni pankreatitida je jednou z celosvétove nejcastéjSich
gastrointestinalnich nemoci vyzadujicich akutni hospitalizaci s udavanou ro¢ni incidenci 13-
45 ptipadi na 100 000 osob (2-5). V dusledku AP je v USA rocné piijato az 270 000 tisic
pacientli k akutni hospitalizaci a nadklady na jejich 1éCbu ¢ini pies 2,5 miliardy dolart (3).
Rozlisit v ivodu lehkou formu od tézké je dle klinickych zndmek obtizné, a proto jsou stale
hledany nové markery, které by toto rozliSeni umoznily co nejcasnéji po stanoveni diagnozy
(6-8). Dalsim problémem u tézké formy onemocnéni je rozliSeni sterilni a infikované
nekrozy. Infikovand nekréza ma vyrazné vyssi mortalitu a vyzaduje odliSny terapeuticky
pristup. Slozitost problematiky lze ilustrovat na problému profylaktického podavani
antibiotik: zjednodusené by se dalo oCekavat, ze jejich podani zabrani infekci pankreatické
nekrézy. Bohuzel nutnost pouziti antibiotik Sirokospektrych a tézky stav téchto pacientli vede
k vysokému vyskytu nezddoucich u¢inka jako jsou mykotické infekce, pseudomembranozni
kolitida a dals$i (10,11).

K ur€eni prognozy, tzn. budouci zavaznosti pribéhu akutni pankreatitidy, se pouziva
cela fada biomarkerii a skorovacich systémi, které zahrnuji jednak laboratorni ukazatele,
jednak klinické tidaje a nalezy zobrazovacich metod, zejména CT. Mezi laboratorni vySetieni
vyuzivané pro stratifikaci prognozy akutni pankreatitidy se fadi zanétlivé markery klasické,
jako napt. C-reaktivni protein, a markery nov¢jsi, jako jsou cytokiny, prokalcitonin a dalsi.
V klinické praxi je snahou pouzit takovy ukazatel, ktery by dokézal predikovat zavaznost co
nejcasnéji, s co nejvetsi specificitou a senzitivitou (sumarné vyjadienou jako AUC) a
pozitivni prediktivni hodnotou.

Pro rozliSeni sterilni a infikované pankreatické nekrdzy je mozno pouzit jednotlivé
markery nebo jejich kombinace, CT a mikrobiologické kultivaéni metody z materidlu

odebran¢ho tenkojehlovou biopsii. Kazda z téchto metod ma své vyhody 1 nevyhody (12-23).

2. TEORETICKA CAST

2.1 ZANETLIVE LABORATORNI UKAZATELE
Mezi zanétlivé laboratorni ukazatele se fadi n€kolik skupin biomarkeri: jiz rutinné
vyuzivané proteiny akutni faze zanétu (APP), a novéji déle: cytokiny, jakoZzto induktory
syntézy APP, solubilni receptory cytokinid, adhezivni molekuly, prokalcitonin, ktery lze
v $irS§im smyslu fadit mezi proteiny akutni faze, neopterin, elastdza neutrofilli, presepsin atd.
Ve vztahu k nasi praci budou podrobnéji uvedeny nasledujici markery, resp. skupiny

markerl: proteiny akutni fdze se zaméfenim na C-reaktivni protein, cytokiny se zaméfenim
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na interleukin-6, adipokiny jakoZzto pusobky tukové tkan¢ se zvlastnim vztahem k akutni
pankreatitidé, a prokalcitonin.

2.1.1 Proteiny akutni faze
Proteiny akutni faze jsou dle nové definice sekrecnimi proteiny jaternich bunék, jejichz
tvorba a uvolnéni do cirkulace jsou regulovany prozanétovymi cytokiny. Za APP vSak nejsou

povazovany:

e hormony tvofené jaternimi buiikami — napft. prokalcitonin
e cytokiny jaternich buné€k — napf. interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8, receptorovy
antagonista IL-1 (IL-1ra)

e rustové faktory tvorené v jatrech

Reakce akutni faze je fyziologicky d¢j, ktery se rozviji pti lokdlnim nebo systémovém
zanétu, pii traumatickém poskozeni tkani véetné stavli po chirurgickych vykonech, nebo pii
nadorovém bujeni. Méné vyjadifena je tato reakce v mnoha dalSich situacich, napf. po
extrémni fyzické zatézi, pii akutnim infarktu myokardu ¢i v obdobi po porodu. Zjednodusené
se da fici, ze reakci akutni faze vyvolavaji stavy, kdy dochazi k destrukci bunék, k jejich
reverzibilnimu poskozeni a nasledné reparaci (24-25).

Pti reakci akutni faze bunky aktivné produkuji a do okoli uvolnuji celé spektrum
mediatort a signdlnich molekul, které navozuji v jatrech (a v mensi mife i v jinych tkanich)
rychlé zmény v syntéze riiznych bilkovin. Proteiny, jejichZz koncentrace v plazmé se méni
vyrazné (vice nez o 25 %), oznaCujeme jako reaktanty akutni faze (t€Z proteiny akutni faze,
PAF; anglicky acute phase reactants, APR's).

Hlavni vyznam reakce akutni faze:

e udrZeni vodni, elektrolytové a teplotni homeostazy

e protiinfekéni obrana

e modulace vnimani bolesti

e odstranéni ireverzibilné poskozené tkdné

e dostate¢na nabidka energie

e nabidka "stavebniho materidlu" (zejména aminokyselin) pro tvorbu protilatek,

enzymu, hormont a pro reparacni a regeneracni déje

Proteiny akutni fadze se podle odpovédi jaternich bunék na prozanétové cytokiny déli na
pozitivni APP, jejichz koncentrace pfi zanétu stoupa, negativni APP, jejichZz koncentrace
v disledku konverze proteosyntetické kapacity jaternich bunék klesa, a neutralni APP, jejichz
koncentrace se v disledku antagonistickych efekti riznych prozanétovych cytokinid

vyraznéji nemeni.
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Soubor proteini akutni faze je znacné riznorody. Jedno z dé¢leni uvadi nasledujici
skupiny (24): pentraxiny, inhibitory serinovych protedz, metaloprotedzy, proteiny
s dominantni imunomodulaéni aktivitou, koagula¢ni faktory a slozky komplementu. Ddle
rozliSujeme tzv. negativni APP, jejichz koncentrace pii zanétu klesa, coz je zejména albumin,
transferin, prealbumin a protein vazici retinol (RBP).

Plazmaticka koncentrace ruznych reaktantii akutni fize se méni s riznou dynamikou.
Podle doby od zacatku onemocnéni, za niz se zméni, rozdélujeme reaktanty akutni faze do tii
skupin: na &asné, se stiedni dobou odpovédi a pozdni. Casné proteiny akutni fize jsou
bilkoviny s velmi kratkym biologickym polocasem. Zmény jejich plazmatické koncentrace
jsou patrné jiz za 610 hodin po zac¢atku onemocnéni. Vzestup vrcholi obvykle v pribéhu
druhého a tfetitho dne. Hlavnimi pfedstaviteli jsou piedev§im C-reaktivni protein (CRP) a
sérovy amyloid A (SAA). Poslednich 10 let se v klinické praxi pouziva prokalcitonin (PCT),
ktery se vSak podle nov¢jsi definice jiz mezi APP netadi.

C-reaktivni protein

vvvvvv

ktera hraje ulohu opsoninu. Navdzany CRP je efektivnim aktivatorem klasické cesty
komplementové kaskady. Dale se podili na pfimych imunomodulacnich uc€incich vazbou
svou a aktivnich fragmentl na specifické receptory na membranach neutrofilii, monocyti a
NK-bunék. Diky své pentamerické struktute se fadi mezi pentraxiny. Své jméno ziskal diky
tomu, ze precipituje s tzv. C-polysacharidem pneumokoki (24).

Plazmaticka koncentrace CRP se zvySuje jiZz za 4 hodiny po navozeni reakce akutni
faze a v pribéhu prvnich dvou dnid jeho koncentrace vzroste i vice nez 100krat. Maximalni
koncentrace CRP je dosazeno za 24-48 hodin, s biologickym polocasem 24 hodin (24).
Fyziologicky byva plazmaticka koncentrace nizs$i nez 2—4 mg/l. Rychly a vysoky vzestup
CRP (typicky na hodnoty nad 60 mg/l) doprovazi predev§im akutni bakterialni infekce, méné
obvykle také mykotické infekce. Virové infekce naproti tomu byvaji charakterizovany
relativné malym vzestupem CRP (zpravidla pod 40 mg/1). Stanoveni plazmatické koncentrace
CRP proto napomaha v rozhodnuti, zda zahdjit 1é¢bu antibiotiky (24-29). Usp&sna
antibiotickd terapie se pak projevi poklesem CRP, naopak pii neuspé$né 1écbé pretrvava
zvySeni.

Stanovenim CRP Ize odhalit riziko pooperacni infekce. Tteti den po operaci ma jeho
koncentrace rychle klesat k normé. Pretrvavajici zvySeni nebo jen castecny pokles,
nasledovany dalS$im zvySenim, naznacuje ptfitomnost infekce nebo jiné zanétlivée komplikace
(24).

Mirny vzestup CRP provazi i infarkt myokardu. Obecné lze také konstatovat, Ze
mirng elevované hladiny CRP jsou zndmkou zvySeného kardiovaskularniho rizika. Sledovani

koncentraci CRP je uzitecné i pii monitorovani autoimunitnich onemocnéni.
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Nevyhodou CRP je jeho nizké specifita. Na rozdil od prokalcitoninu neinformuje o
tizi orgdnového postizeni, nybrz pouze o pfitomnosti infektu, resp. reakce akutni faze.
Vzajemné se tyto dva markery nenahrazuji, ale dopliuji (24-30).

Proteiny akutni faze se stfedni dobou odpovédi jsou bilkoviny, jejichz koncentrace se
méni 12-36 hodin po zac¢atku onemocnéni a maxima je dosazeno ke konci prvniho tydne.
Patfi k nim a,-kysely glykoprotein (orosomukoid), a;-antitrypsin, haptoglobin a fibrinogen.

Pozdni proteiny akutni faze jsou zastoupeny slozkami komplementu C3 a C4 a
ceruloplazminem, u nichz se zmény rozviji az po 48—72 hodinach po zacatku onemocnéni.
Vzestup koncentraci je ve srovnani s obéma predchozimi skupinami proteini mén¢ vyjadien

a vrcholu dosahuji az po 67 dnech.

2.1.2 Cytokiny

Cytokiny jsou polypeptidové hormony secernované buiitkami, které ovliviiuji rast a
metabolismus vlastnich bun€k nebo jinych bunék v okoli. Ztejmé prvni cytokin — interferon —
objevili jiz v roce 1957 Issacs a Lindenmann jako solubilni faktor produkovany bunikami po
expozici inaktivovanym virem chiipky. Od Sedesatych let minulého stoleti byly izolovany
dalsi latky, které se v mnoha ohledech podobaly hormontim, ale jejich produkce nebyla
zpravidla omezena na jeden organ a puvodné se piedpokladalo, Ze plsobi zejména na
nejbliz§i okoli (parakrinni pasobeni). Prvnimi peptidovymi makromolekulami, které byly
takto identifikovany, byly nékteré rastové faktory. Postupné vSak byla identifikovana fada
peptid, které mély rizné role ve vzdjemné komunikaci bunék. V poslednich tfech
desetiletich dochazi k prudkému nariistu poznatkii o cytokinech, a to jak z hlediska jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti, tak jejich receptori a u¢inki.

Cytokin je oznaceni pro skupinu mensich signalnich proteinti, Uc€astnicich se
vyznamné v imunitni odpovédi. Cytokiny jsou produkovany buiikami imunitniho systému
(makrofagy, T-lymfocyty, atp.) a jsou schopné navodit napiiklad rychlé déleni a diferenciaci
ur¢itych typ buné€k, které se t€astni boje proti patogentim, piipadn€ dalsi rysy imunitni
obrany. V ur¢itém slova smyslu cytokiny nemuseji byt produkovany pouze bilymi krvinkami
a vyznam slova se roz$ifuje na vSechny malé signalni proteiny; termin interleukin se v tom
piipad€ pouziva pro signalni molekuly vylucované bilymi krvinkami (24).

Kromé toho byly identifikovany i membranové formy nékterych cytokint.
Membranové cytokiny plisobi na rozdil od ostatnich vyrazné lokaln€ a nedochazi k zied’ovani
difuzi a k odplavovani. Podobného lokaliza¢niho efektu je u nékterych cytokinti dosahovéno
jejich pfilnutim na povrchové proteoglykany nékterych bunék.

Pro vétsinu cytokini plati, Zze plisobi na nékolik riznych bun€k (jsou pleiotropni),
jeden cytokin indukuje tvorbu druhého (piisobi v kaskad¢) a také, ze jednotlivé cytokiny
muzou byt nahrazeny jinymi (cytokinovy systém je tedy do jisté miry redundantni). Cytokin

pusobi bud’ na buiiku, kterd ho produkuje (autokrinni piisobeni), na builkky ve své tésné
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blizkosti (parakrinni ptisobeni) a nebo po transportu cévnim fecistém plsobi na vzdalené
tkané (endokrinni piisobeni) (24, 31).

Zdrojovymi bunikami cytokini jsou piedev§im T lymfocyty (CD4+) a makrofagy, ale
téz jiné buiky. Obecné feceno, cytokiny produkované leukocyty se nazyvaji interleukiny, z
lymfocytl jsou secernovany lymfokiny a z makrofagli a monocytd monokiny.

Cytokiny hraji dalezitou ulohu pfi iniciaci a fizeni d€ji vrozené i specifické imunity,
déale kontroluji vyvoj a funkci bun€k imunitniho systému, ale i1 jinych bunék. Cytokiny
ovlivituji proliferaci, diferenciaci a migraci fady bunck. Funkce cytokinl je realizovana
prostiednictvim specifickych receptort, které jsou na bunéénych membrandch cilovych
bun¢k, cytokiny piisobi piedevSim lokaln¢ (parakrinné¢ nebo autokrinng), jen vyjimecné
(podobné¢ jako hormony) endokrinng. Cytokiny piisobi i redundantné (vice pisobkll ma stejny
ucinek) a n¢kdy téz antagonisticky (jeden pasobek inhibuje jiné) (24,32-34).

Jako 1¢éky lze cytokiny pouzivat vzhledem k moznosti jejich pfipravy rekombinantni
technikou. Pfi klinické aplikaci se pouzivaji davky vyznamné pievySujici pfirozené
koncentrace cytokini. Vzhledem k pleiotropnimu ucinku cytokini se ostatni ucinky
pouzitého cytokinu projevi zpravidla jako nezddouci u¢inky. V soucasné dobé¢ jsou jako léky
vyuzivany nejvice interferony, hematopoetické ristové faktory a nékteré interleukiny.
Interferony jsou napt. vyuzivany v hepatologii a hematoonkologii (24,35-38).

Cytokiny, rastové faktory a hormony pfedstavuji chemické posly, které
zprosttedkovavaji komunikaci mezi buitkami. Regulace bunéénych a nuklearnich funkci
zacina aktivaci receptorti na povrchu bunky. Tyto receptory maji 2 hlavni komponenty:
doménu vazajici ligand, kterd zajiStuje specifickou vazbu s pfisluSnym ligandem a
efektorovou doménu, kterd zahajuje vznik biologické odpovédi po vazbé ligandu (24,34-39).

Vysledky signalizace ptes cytokinové receptory zavisi na n€kolika faktorech, kterymi
jsou predevsim: typ buiiky, typ signalu (t.J. povaha receptoru) a spoluptisobeni jinych signalii.
Dusledkem muze byt fada procest: stimulace bunécného dé€leni, diferenciace, spousténi
efektorovych mechanismt, zablokovani bunééného cyklu ¢i indukce apoptozy (24,38-44).

Pro stanoveni koncentrace cytokinl byly diive pouzivany metody biologickych testt,
které byly nedostatecné specifické, pracneé, nakladné a obtizné reprodukovatelné. V klinické
laboratofi dominuji pfi stanovovani koncentrace cytokinll rizné typy imunoanalyz. Mezi
nejCasteji uzivané techniky patii ELISA, RIA a IRMA analyzy. VyuZivany jsou i metody
polymerazové fetézove reakce a blottingu. Metody molekularné biologické umoziiuji stanovit

genotypické rozdily nebo expresi genil pro cytokiny (kvantitu mRNA jednotlivych cytokint).

2.1.3 Interleukin-6
Jednim z klinicky nejvice uzivanych zanétlivych markert ze skupiny cytokind je
interleukin-6, oznaCovany také jako hepatocyty stimulujici faktor, ktery je hlavnim

aktivatorem syntézy proteinti akutni faze. IL-6 je pleiotropni cytokin regulujici imunitni,
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zanétové a hematopoetické procesy a spolu s TNF-a a IL-2 spoluvytvéii cely obraz
systémové zanétové reakce. IL-6 indukuje syntézu vSech zékladnich pozitivnich APP.

Abnormalni produkce IL-6 se uplatituje u celé fady patologickych procest, jako jsou
napi. nadorova onemocnéni (mnohocetny myelom, srde¢ni myxom) a chronické choroby na
imunopatologickém podkladu (revmatoidni artritida, psoridza).

Funkce IL-6 jsou zprostfedkovany receptorem pro IL-6 a nasledné postreceptorovymi
mechanismem — JAK/STAT signalni cestou.

Podobné ucinky jako interleukin-6 ma tzv. rodina cytokini IL-6. Tato skupina
pravdépodobné vznikla béhem evoluce postupnou duplikaci primordidlniho genu. Patfi sem
napt. IL-11, G-CSF (granulocytarni-kolonie stimulujici faktor), kardiotrofin-1 (CT-1) a m;.
téz leptin.

IL-6 je hlavnim induktorem APP v zanétové odpovédi a poskytuje tedy Casnéjsi
informaci o nastupu systémové reakce nez napt. CRP. Nastup elevace plazmatické hladiny
IL-6 je o né¢kolik hodin zpozdén oproti TNFa a IL-1B, ale také je poté vyrazné
protrahovangjsi.

Stanoveni IL-6 v kombinaci snékterymi APP je nespornym piinosem v ¢asné
diagnostice akutnich stavil. Narazi vSak zejména na problémy ekonomické. Stanoveni IL-6
poskytuje ¢asngjsi informaci o pocinajici bakteridlni infekei (6-12 h pted vzestupem CRP).
Radové krati polo¢as IL-6 mize vést k ,,fale$nd“ negativnim vysledkiim v pozdg&jsi fazi
zanétové odpovedi, na druhou stranu vSak umoziuje diive zachytit asné zmény (24,42,44).

Interleukin-6 vykazuje nejvysSi senzitivitu pro zachyt infek¢ni pfi¢iny zanétu ze

Vv

vSech bézné dostupnych markert (45).

2.1.4 Vybrané adipokiny

Vzhledem k tomu, Ze obezita je zavaznym rizikovym faktorem rozvoje akutni
nové potencialni ukazatele zdvaznosti AP mezi ,,hormony tukové tkané* — adipokiny (46,47).

Tukova tkan je aktivnim sekre¢nim orgdnem produkujicim proteinové hormony a
fadu latek s autokrinnim, parakrinnim nebo endokrinnim uc¢inkem. Tukovéa tkan neni sloZena
pouze z diferencovanych adipocytl. Na jeji stavbé se podili mnoho dalSich druht bun¢k jako
jsou endotelie, fibroblasty, myocyty, nediferencované adipocyty (preadipocyty) a
imunokompetentni buniky, zejména monocyty a lymfocyty (48-51). Produkty z adipocytii a
ostatnich bun€k tukové tkané byly souhrnn€ nazvany adipokiny a podileji se na regulaci
gluk6zového a lipidového metabolismu, piijmu potravy, modulaci imunitni funkce,
zangtlivych procesii a dalSich homeostatickych pochodu (49-52).

Dale jsou uvedeny adipokiny, které vykazuji mozny potencidl vyuZiti v prognoze

akutni pankreatitidy.
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Adiponektin (ADP)

Adiponektin je protein produkovany prevazné adipocyty, ktery byl objeven a popsan
nezévisle na sobé nékolika skupinami (53-55). Zajimavym zjisténim je podobnost struktury
adiponektinu se strukturou faktoru nekrotizujicitho nadory-a (Tumor necrosis factor-alpha,
TNF-a), coz ukazuje na spoleény evoluéni piivod. Adiponektin je uvolnovan adipocyty do
cirkulace v koncentracich o n€¢kolik fada vyssich, nez je tomu napiiklad u leptinu (55-56). V
cirkulaci nachazime adiponektin v nizkomolekularni form¢ tvofené trimery a hexamery, a
vysokomolekuldrni formé s rozdilnym ucinkem na produkci glukézy a ucinkem na apoptozu
cévniho endotelu (57).

Sekrece adiponektinu, adipokinu s inzulin-senzitizujicimi a protizanétlivymi ucinky,
je sniZzena u obezity a s ni spojenych chorob. Pfibyvajici diikazy naznacuji, Ze adiponektin
chrani pred cévni dysfunkci vyvolanou obezitou a diabetem, a to prostfednictvim jeho mnoha
ptiznivych G€inkli na metabolismus gluko6zy a lipida, jakoz i na cévni funkci. Adiponektin
zlepSuje citlivost na inzulin a metabolicky profil, ¢cimz snizuje klasické rizikové faktory
kardiovaskularnich onemocnéni. Kromé toho, adiponektin chrani cévy prostfednictvim
pleiotropnich U¢inkti na endotelidlni bunky, endotelidlni progenitorové buiky, bunky
hladkého svalstva a makrofagy. Udaje zhumannich i animalnich studii ukazuji, Ze
adiponectin je dulezitou soucasti adipo-cévni osy, ktera zprostiedkovava komunikaci mezi
tukovou tkani a cévnim systémem (58).

Adiponektin je polypeptid o 244 aminokyselinach. Existuji Ctyfi rdzné oblasti
adiponektinu. Prvni z nich je kratkd signélni sekvence, kterd cili hormon pro sekreci mimo
bunku, dals$i je kratkda oblast, ktera je mezidruhoveé variabilni, tfeti je region o 65
aminokyselinach s podobnosti kolagennim bilkovinam, posledni je globuldrni doména. ADP
vykazuje podobnost s C1q faktorem komplementu (C1q). Nicmén¢ ur¢enim 3-dimenzionalni
struktury globuldrni oblasti byla zjiSt€éna vyraznd podobnost s TNFa. Adiponektin je
proteinovym hormonem, ktery ovliviiuje celou fadu metabolickych procesti vcetné regulace
metabolismu gluk6ézy a oxidace mastnych kyselin. ADP je secernovan z tukové tkané (a
béhem téhotenstvi také z placenty) do krevniho ob&hu v nadbyte€ném mnozstvi ve vztahu
k fad¢ dalSich hormont. Hodnoty ADP jsou u dospélych v inverzni korelaci s procentem
tukové tkang, na rozdil od déti, kde je tato korelace ménég zietelna (56-58).

Adiponektin je secernovan do krevniho ob&hu, kde tvoii pfiblizné¢ 0,01% vSech
plazmatickych proteinti v koncentraci cca 5-10 mg/l. Plazmatické koncentrace odrazeji
pohlavni dimorfismus, pfi¢emZ Zeny maji vyssi koncentrace nez muzi. Hladiny adiponektinu
jsou sniZeny u diabetikil. Pokles hmotnosti vyznamné zvysuje hladiny adiponektinu.

Adiponektin se automaticky sdruzuje do vétSich aglomeratd. V tivodu se vazi tfi
molekuly adiponektinu a vznika homotrimer. Trimery pokracuji ve vzajemné vazbé a tvofi
hexamery ¢i dodekamery. Stejné jako plazmatické koncentrace jsou relativni hladiny struktur

vysSiho fadu pohlavné dimorfické, ptficemZz Zeny maji zvySeny podil forem s vysokou
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molekulovou hmotnosti. Recentni studie ukazuji, ze vysokomolekuldrni formy jsou
v pisobeni na glukézovou homeostdzu biologicky nejaktivnéjsi. Adiponektin o vysoké
molekulové hmotnosti je asociovan s niz$im rizikem diabetu v podobném rozsahu jako
celkovy adiponektin. Oproti tomu ischemickd choroba srdeéni je asociovana
s vysokomolekuldrnim adiponektinem, nikoli vSak s nizkomolekularnim. Nékteré ucinky
adiponektinu na redukci hmotnosti jsou zprosttedkovany centralnim nervovym systémem.
Tento efekt je podobny efektu leptinu, tyto dva hormony maji komplementarni ucinky a

pusobi synergicky (56-58).

Fibroblastovy rastovy faktor 21 (FGF-21)

FGF-21 je clenem rodiny fibroblastovych rlstovych faktord (FGF) (59). Je
pfednostné exprimovan v jatrech, ale také je produkovan ve tkénich ovliviiyjicich
metabolismus glukdézy —adipocytech, pankreatu a kosternich svalech (60). Reguluje
glukézovy a lipidovy metabolismus prostfednictvim pleiotropnich G¢inkil v téchto tkanich a
mozku (61). U mysi vede hladovéni ke vzestupu exprese FGF-21 zprostfedkované PPAR-
alfa v jatrech, kde stimuluje glukoneogenezi, oxidaci mastnych kyselin a ketogenezi jako
adaptivni odpovéd’ na hladovéni. U obéznich mysi a opic s diabetem vede podani
rekombinantniho FGF-21 k mnoha pozitivnim metabolickym vlivim na inzulinovou
senzitivitu, hladinu glykémie, lipidovy profil a télesnou hmotnost. Tyto poznatky podporuji
potencidlni roli FGF-21 jako lécebného prostiedku pro zdravotni komplikace spojené
s obezitou. AvSak v humannich studiich jsou vysoké cirkulujici hladiny FGF-21 nalézany u
pacientil s obezitou a s ni spojenymi kardiometabolickymi poruchami véetné metabolického
syndromu, diabetu 2. typu, nealkoholického jaterniho poSkozeni a koronarni aterosklerdzy
(62-64). Tato zjiSténi mohou vést k uplatnéni FGF-21 jakoZto biomarkeru komplikaci
spojenych s obezitou (65).

Studie na hlodavcich podporuji hypotézu, ze FGF-21 je klicovym fyziologickym
reguldtorem odpovédi na hladovéni stejné jako autokrinni regulace aktivity PPAR-gama
v tukové tkdni ve stavu sytosti (66,67).

FGF-21 nalezi do tzv. FGF-19 podrodiny, ktera zahrnuje FGF-19, FGF-20 a FGF-21.
Lidsky FGF-21 je polypeptid o 181 aminokyselinach. FGF-21 stimuluje vychytavani glukozy
v adipocytech, ale nikoli v jinych buiikach. Tento ucinek je aditivni k aktivit¢ inzulinu.
Aplikace FGF-21 u ob/ob mysi vede ke vzestupu glukézovych transportért GLUT-1 v
tukové tkani. FGF-21, pokud je nadmémé exprimovan u transgennich mysi, také chrani
zvitata pied potravou vyvolanou obezitou a snizuje hladinu glukézy a triglyceridd v krvi u
hlodavct s diabetem (68-72).
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Adipocytarni typ vazebného proteinu pro mastné kyseliny (A-FABP)

A-FABP, také oznacovany jako aP2, ALBP a FABP4, je jednim z nejrozsifenéjSich
intracelularnich transportnich proteind pro lipidy ve zralych adipocytech a makrofazich. A-
FABP patii do konzervativni multigenové rodiny intraceluldrnich lipidy-vazajicich proteint.
Dosud bylo identifikovano devét tkanove specifickych cytoplazmatickych FABP (73-74).

Navzdory Sirokému rozptylu v proteinové sekvenci je terciarni struktura spole¢na pro
vSechny cleny této rodiny, pficemz kazdd z nich tvofi charakteristicky B-valec, ktery
obklopuje hydrofobni jadro. FABP reguluji metabolismus lipidi podporou difuze,
sekvestrace a transportu mastnych kyselin s dlouhym feté¢zcem (LCFA). Pro A-FABP bylo
prokazano, ze se vaze s kyselinou olejovou, kyselinou retinovou a kyselinou arachidonovou
(75-82). Exprese A-FABP muze byt indukovana jak nasycenymi, tak nenasycenymi LCFA
(77-80).

A- FABP muze fungovat jako pozitivni faktor v signalizaci mastnych kyselin pfimym
cilenim a dodavkou metabolitii mastnych kyselin lipidové draze signdlni transdukce. Po
spojeni s jednotlivymi ligandy se A-FABP pfemisti z cytosolu do jadra, kde dodéava ligandy
pro nuklearni receptor PPARy, ¢imz usnadni jeho ligaci a zvysi transkripcni aktivitu
receptoru. Kromée toho se zd4, ze A-FABP hraje dtlezitou roli v lipolyze. Cilené naruseni A-
FABP u mysi vedlo ke sniZeni jak bazalni, tak hormonalné stimulované lipolyzy v reakci na
B - adrenergni stimulaci. Stimula¢ni ucinek A-FABP na lipolyzu je pravdépodobné
zprosttedkovan fyzickou interakci s hormon-senzitivni lipazou (HSL) (81-88).

A-FABP-knockout mysSi jsou d&asteéné chranény pifed inzulinovou rezistenci
vyvolanou dietou navozenou ¢i geneticky podminénou obezitou, coZ naznacuje, ze tento
lipidovy kofaktor se také podili na regulaci inzulinové senzitivity (89). A-FABP je sekrecni
protein a jeho cirkulujici hladiny jsou zvySeny nezéavisle na pohlavi a véku u pacientl s
obezitou a nékterymi rysy metabolického syndromu vcetné neptiznivého lipidového profilu
(zvysené triglyceridy a LDL-cholesterol, nizky HDL-cholesterol), hyperglykémie a
hypertenze. Pétileta prospektivni studie zahrnujici 495 dospélych bez diabetu ukazuje, Ze
jedinci s vyss$i hladinou A-FABP pii vstupu do studie—maji postupné se zhorSujici
kardiometabolicky rizikovy profil. Podle pocatecni hladiny A-FABP bylo mozné predpovidat
rozvoj metabolického syndromu, nezdvisle na obezité, inzulinové rezistenci a dalSich
klasickych rizikovych faktorech. Na druhou stranu vahovy ubytek zpiisobeny bandazi
zaludku snizuje cirkulujici hladiny A-FABP u obéznich jedinc. Kromé jeho role v
metabolismu lipidl a citlivosti na inzulin klinické zkousky 1 studie na zvitatech ukazuji, Ze
A-FABP hraje hlavni roli ve zprostiedkovani obezitou zplsobenych cévni onemocnéni
predevsim tim, ze vede k rozvoji inzulinové rezistence. Genetické studie podporuji také
ulohu A-FABP jako kauzélniho faktoru zdravotnich komplikaci spojenych s obezitou (90-
96).
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Rezistin

Rezistin je potencidlnim spojovacim ¢lankem mezi obezitou a inzulinovou rezistenci,
resp. diabetem mellitem 2. typu. Rezistin podléha hormonalni a nutri¢ni regulaci. U hlodavci
je rezistin primarn¢ exprimovan a secernovan z dospélych adipocytl, ¢asteéna tvorba je téz
pfitomna v pankreatickych ostrivcich ¢astech hypofyzy a hypothalamu. Sekrece rezistinu
muze byt up-regulovana nékolika faktory, véetné inzulinu a glukézy. U lidi je rezistin
exprimovan primarn¢ makrofagy a zda se, Ze je zapojen do stimulace jinych imunitnich
bun¢k k sekreci prozanétlivych faktort vcéetné TNF-a. Lidsky rezistin muze interferovat
s inzulinovou signalizaci stimulaci exprese fosfatdzového a tenzinového homologa, ktery
defosforyluje fosfatidylinositoltrifosfat (PIP-3) (98-99).

Také se zda, Ze rezistin se podili na rozvoji aterosklerézy u lidi tim, Ze podporuje
tvorbu pénovych bunck a proliferaci a migraci bunék cévniho endotelu a bunék hladkého
svalstva. Mnoho prozanétlivych funkei lidského rezistinu se zda byt regulovano aktivaci
transkripéniho faktoru - nuklearniho faktoru kappa B. Rozdilné role resistinu u lidi a
hlodavct jsou ziejmé na zaklad¢ fady publikovanych udajt, ale zcela objasnény budou az po
identifikaci receptoru pro rezistin (100,101).

Adipokiny hraji vyznamnou roli v patogenezi zanétu ,,nizké¢ho* stupné asociovaného
s obezitou a metabolickym syndromem a u chronickych zanétlivych a autoimunitnich chorob
jako je revmatoidni artritida. Rezistin a visfatin jsou pokladany za vyznamné prozanétlivé
mediatory, které rovnéz zasahuji do centralni regulace citlivosti na inzulin. Rezistin byl
zpocatku povazovan za rizikovy faktor inzulinové rezistence, ale néasledné vyzkumy u lidi
prinesly na rozdil od hlodavci rozporuplné nalezy (102). Visfatin je pokladan za prospésny
adipokin s inzulin-napodobujicimi a senzitizujicimi ucinky, ale regulace jeho syntézy a jeho
fyziologicky vyznam v podminkéach obezity a diabetu mellitu 2. typu stale jesté nejsou plné
objasnény. Pfes antagonizujici ucinky rezistinu a visfatinu na regulaci inzulinové
senzitivitymaji oba tyto adipokiny prozanétlivé vlastnosti. Klinické a experimentalni studie
ukazaly, Ze exprese a sekrece rezistinu a visfatinu jsou up-regulovany béhem zanétu jako
odpoveéd’ na prozanétlivé cytokiny. Také se zda stale vice zifejmé, ze rezistin 1 visfatin mohou
piispét k zanétlivym procesiim spousténim produkce cytokint a aktivaci NF-kappa B. Novy
pohled na ulohu adipokinti z nich déla atraktivni cile pro nové terapeutické strategie u
chronickych zéanétlivych chorob nebo u subklinického zanétu v souvislosti s obezitou a

ruznymi metabolickymi poruchami (101).

Visfatin

Visfatin je neddvno objevenym adipocytdrnim hormonem s pfimym vztahem
k diabetu 2. typu (103). Visfatin se vaze na inzulinovy receptor a zpusobuje hypoglykémii
redukci uvoliovani glukézy z jaternich bunék a stimulaci utilizace glukézy v adipocytech a
myocytech. Visfatin je upregulovan hypoxii, zanétem a hypergykémii a down-regulovan

inzulinem, somatostaninem a statiny. Tento hormon se nachazi v cytoplazmé i v jadie a byl
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identifikovan v mnoha tkanich a organech véetné mozku ledviny, plic, sleziny a varlat, ale
preferencné je exprimovan ve visceralni tukové tkani a upregulovan je u nékterych
animalnich modela obezity (104).

Visceralni tukova tkan je povazovana za vice Skodlivou nez subkutanni tukova tkan.
Visfatin je endokrinni, autokrinni i parakrinni peptid s mnoha funkcemi vcetné podpory
bunééné proliferace, biosyntézy nikotinamidu mono- a dinukleotidu a hypoglykemizujiciho
ucinku. Visfatin je také znamy jako kolonie pre-B-bunck stimulujici faktor. U CDI14+
monocytl indukuje tvorbu IL-1B, TNF-a a zvlast¢ IL-6. Navic zvySuje povrchovou expresi
kostimula¢nich molekul CD54, CD40 a CD80. Monocyty stimulované visfatinem vykazuji
zvySenou kapacitu indukce aloproliferativni odpovédi lymfocyti. U pacientl
s nespecifickymi stfevnimi zanéty jsou plazmatické hladiny visfatinu a exprese jeho mRNA
vyznamné zvysSena ve tkani tlustého stieva v porovnani pacientli s Crohnovou chorobou a
ulcerosni kolitidou a zdravych kontrol. Makrofagy, dendritické buiiky a kolonocyty mohou
byt podle studii s konfokalni mikroskopii dal$im zdrojem visfatinu. Visfatin mize byt

povazovan za novy prozanétlivy adipokin (105-107).

Leptin

Leptin je proteinovy hormon podilejici se na regulaci energetického piijmu a vydeje.
Leptin je dilezity cytokin, ktery hraje klicovou roli pti regulaci chuti k jidlu, pfijmu potravy a
metabolismu (108,109).

Leptin je 16 kDa protein tvofeny tukovou tkéni, obsahujici 167 aminokyselin.
Hormon je kodovan ,,0b* genem, ktery je lokalizovan na 7. chromozému. Vétsina leptinu je
produkovana v bilych tukovych bunikdch. Hladiny leptinu jsou pfimo spojeny s celkovym
mnoZstvim tuku v téle. Leptin mizZe byt také produkovan v hné€dé tukové tkani a v jinych
castech téla, jako jsou vajecniky, kosternim svalu, fundu zlaz v zaludku, placenty, kostni
dieng, jater a hypofyzy. V roce 1990 byl zmapovan ,,0b* gen a nakonec byl oznacen jako gen
odpové&dny za produkci hormonu, ktery reguluje piijem potravy a télesnou hmotnost. Leptin
plsobi jako hormon, ktery ovliviiuje objem tukové tkané v téle. Leptin také plsobi pies
specifické receptory v hypotalamu inhibici chuti k jidlu dvéma mechanismy: cili proti
ucinkim stimulantu uvoliovaného pii pfijmu potravy ve stievé nazyvaného neuropeptid Y,
stejn¢ jako proti efektu kanabinoidniho neurotransmiteru adandamidu, ktery stimuluje chut
k jidlu. Leptin také spousti syntézu inhibitoru chuti k jidlu nazyvaného o-melanocyty-
stimulujici hormon.

Pti redukci objemu tukové tkdn¢ hladina leptinu v plazmé klesa tak, ze chut’ k jidlu je
stimulovana, dokud se tukova neobnovi. Také dochazi k poklesu té€lesné teploty a energeticky
vydej se snizuje. Naproti tomu se zvySujicim se objemem tukové tkané se také zvySuje
hladina leptinu a chut’ k jidlu je potlacena, aZ dojde k Ubytku hmotnosti. Timto zplisobem
leptin reguluje energeticky pfijem a objem tukovych zasob, aby byla zachovana hmotnost v

relativné uzkém rozmezi. Leptin také hraje dileZitou roli v regulaci a ovlivnéni néstupu
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puberty. Napft. §tihlé a podvyzivené Zeny maji pozd€jsi nadstup puberty nez zeny s vyssi
hmotnosti. Stihlé Zeny maji asto problém s ovulaci. Tukové zasoby jsou tedy velmi dilezité

pfi regulaci reprodukénich funkei (108-111).

2.1.5 Prokalcitonin

V poslednich 15ti letech se v klinické praxi zacina jako reaktant akutni faze vyuzivat
prokalcitonin (PCT). Tuto bilkovinu o 116 aminokyselinach a molekulové hmotnosti 13 000
kDa fyziologicky tvoii C buiky Sstitné zlazy jako prekurzor hormonu kalcitoninu. Zejména
pii generalizovanych bakteridlnich infekcich jej vSak zacnou produkovat i dalSi bunky,
hlavné monocyty, makrofagy a neurokrinni bunky, a koncentrace této bilkoviny v plazmé
prudce stoupa. PCT uvolnény pii sepsi neni konvertovan na kalcitonin (24).

Ptesny fyziologicky vyznam prokalcitoninu neni zdaleka objasnén; predpoklada se, ze
se podili na regulaci zanétu a ma analgetické c¢inky. Polocas prokalcitoninu je 1 den a po
imunitni stimulaci vzrasta jeho sérova koncentrace jiz béhem 2—3 hodin asi dvacetindsobng¢.
ZvySeni lze pozorovat jen pfi generalizovanych bakteridlnich, mykotickych a protozoarnich
infekcich, neobjevuje se u virovych infekci. S méné vyraznym vzestupem se lze setkat u
polytraumat, popalenin a po rozséhlych bfisnich operacich (24).

Tvorba PCT béhem zanétu Uzce souvisi s bakteridlnim endotoxinem, jehoZ uc¢inek
zprosttedkuji prozanétové cytokiny (TNF-a, IL-1, IL-6). TNF-a a IL-6 stoupaji na maximum
do 90-180 min po stimulu, PCT zac¢ina stoupat po 3-6 h a jeho tvorba vrcholi za 6-8 h po
stimulu. Polo¢as PCT je 25-30 h, kulminace plazmatickych hladin nastava mezi 12 — 48 h po
stimulu. Na rozdil od prozanétovych cytokinli (IL-6, TNF-a), jejichZ elevace v zané&tovych
situacich je nespecificka vici typu zanétu, stoupd PCT s vysokou selektivitou u zanétii
bakterialnich. Prokalcitonin mé (zejména u septickych pacientll) na rozdil od cytokinli (IL-6)
vysokou senzitivitu a specificitu. NejvysSich plazmatickych hladin dosahuje PCT u akutnich
bakterialnich infekci a pfi sepsi — nejvétSim piinosem PCT je diferencidlni diagnostika
lokalizované bakterialni infekce a sepse, tézké sepse a septického Soku. V nékterych situacich
PCT slouzi k odliseni bakteridlniho a virového zanétu. Lokalni bakterialni zanéty stejné jako
opouzdiené abscesy PCT vyznamné nezvySuji. Virové infekce a generalizované mykozy

nezvysuji PCT viibec, nebo jen mirn€ (112-118).

2.2 AKUTNi PANKREATITIDA

Akutni pankreatitida (AP) je akutnim zanétem exokrinniho pankreatu.
Etiopatogeneticky jde o zanét pankreatu a dalSich retroperitonedlnich tkani. Ve stfevé,
peritonedlni dutiné a retroperitoneu jsou zadrzeny litry extracelularni tekutiny.
nekrotizujici pankreatitidé je asto bleskova. Ukolem laboratornich ukazateld v ramci

diagnostiky AP je pfispét ke stanoveni diagndzy, pomoci rozliSit lehkou a tézkou
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pankreatitidu, a to pokud mozno co nejdiive, stratifikovat nemocné do skupin s rozdilnym
terapeutickym pfistupem a nasledné rozlisit sterilni a infikovanou nekrézu (1,6,7,15,133-
140). Diagnostické kritérium pro akutni pankreatitidu je splnéni minimalné 2 ze 3
nasledujicich kritérii: klinického (bolest bficha v horni poloving), laboratorniho (trojnédsobny
vzestup sérové hladiny amylazy a/nebo lipazy proti horni hranici referenéniho rozmezi)
a/nebo zobrazovaciho (CT/MR/UZ) (140).
Normalni hodnota sérové amylazy ne vzdy stoprocentné vylucuje akutni
pankreatitidu, zalezi na anamnéze — odstupu od zacatku potizi (141,142).
Tézka akutni pankreatitida je definovana piitomnosti zanétu pankreatu s alespoil jednou z

nasledujicich charakteristik:

e lokdlni komplikace zanétu zlazy:
o nekrédza (viz Obr. 1)
o pseudocysta (viz Obr. 2)
o absces (viz Obr. 3)
e organoveé selhani (nejcastéji plice, ob¢h, ledviny, jatra) (viz Obr. 4)
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Obr. 1: Akutni pankreatitida v CT obraze

Legenda: CT ndlez zndzornuje tézkou akutni pankreatitidu u 63leté Zeny s rozsahlou
nekrozou v oblasti hlavy pankreatu a casti téla, jejichz struktura je vyraznée setrela a
zanéet infiltruje peripankreatickou tkan; kauda pankreatu ma relativneé zachovalou
strukturu.

CT snimek byl poskytnut s laskavym svolenim prim. MUDr. Hany PaSkové a MUDr.

Jittho Holana, MBA z Radiodiagnostického odd¢leni Nemocnice Pisek, a.s.
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Obr. 2 Pankreaticka pseudocysta v CT obraze

Legenda: CT ndlez zndazoriuje tézkou akutni pankreatitidu u 53letého muze
s rozvojem objemné pseudocysty v oblasti nekroticke hlavy pankreatu

CT snimek byl poskytnut s laskavym svolenim prim. MUDr. Hany Paskové a MUDr.

Jittho Holana, MBA z Radiodiagnostického odd¢leni Nemocnice Pisek, a.s.

WL=152

Obr. 3 Pankreaticky absces na CT rekonstrukci

Legenda: CT ndlez zndzornuje tézZkou akutni pankreatitidu u 53letého muzZe
s rozvinutym abscesem oblasti hlavy a téla pankreatu a dalSim abscesem vpravo
pararendlné; oba tyto abscesy jsou drénovany (silné CT-kontrastni drény v uvedenych
prostorech); tenka CT-kontrastni linie je nasojejunalni sonda.

CT snimek byl poskytnut s laskavym svolenim prim. MUDr. Hany Paskové a MUDr.
Jittho Holana, MBA z Radiodiagnostického oddéleni Nemocnice Pisek, a.s.
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Obr. 4: Systémova komplikace AP v CT obraze — ARDS (adult respiratory distress
syndrome)

Legenda: CT ndlez znazornuje tezkou formu ARDS u 53letého muze s tézkou AP; jsou
pritomny rozsahlé infiltraty a konsolidace plicni tkané v disledku intersticialniho i
alveolarniho edému, atelektazy.

CT snimek byl poskytnut s laskavym svolenim prim. MUDr. Hany Paskové a MUDr. Jitiho

Holana, MBA z Radiodiagnostického oddéleni Nemocnice Pisek, a.s.

Pro predikci tize AP se pouzivaji laboratorni ukazatele, modifikovana Ransonova
kritéria, APACHE-II skore a tfada dalSich skorovacich systémti. Mortalita tézké akutni
pankreatitidy se pohybuje od 10-20% u sterilni nekrézy (SN) po 20-85% u nekrozy
infikované (IN). K umrti dochazi v casné Sokové fazi nebo na komplikace infikované
nekrozy (sepsi €1 multiorganové selhani). Strategie 1écby je u SN a IN vyrazné odlisna, a
proto je zadouci tyto dvé formy rozliSit co nejdiive. Definitivnim potvrzenim infikované
nekrozy je pozitivita kultivaéniho nalezu odebran¢ho tenkojehlovou biopsii ¢i pooperacné,
nebo nepochybné znamky infekce pfi zobrazovacim vySetfeni, nejCastéji CT (bublinky
plynu). Nicméné¢ tyto nalezy nejsou ihned k dispozici, ¢asto se s provedenim biopsie vaha, a
to 1 opravnéné, a proto jsou stale hledany laboratorni markery infekce pankreatické nekrozy,
které by umoZnily béZnym biochemickym vySetfenim sterilni a infikovanou nekrézu
diskriminovat (134,135,143).

2.2.1 Epidemiologie AP

Incidence AP je ve vyspélych zemich udavana 79/100 000/rok, celkova mortalita se
pohybuje kolem 1,3/100 000/rok. V poslednich dvaceti letech se klinicky obraz a pribéh
akutni pankreatitidy vyrazn¢ zménily. Do osmdesatych let se pohybovala letalita ve vSech
studiich u pankreatitidy bez ohledu na tiZi onemocnéni mezi 11% a 15%, zatimco v soucasné
dobé klesla na rozmezi mezi 5 - 10%. Podobné je tomu u téZké pankreatitidy, kde mortalita

dosahovala az 50%, zatimco nyni se pohybuje mezi 10 — 20% a v nékterych studiich se
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dostava az pod 10%. Podle tdajii z Long Island Jewish Medical Center v New Yorku klesla
letalita ze 13,5% v obdobi 1978 — 1982 na 5% v obdobi 1993 — 1997 (75, resp. 208
nemocnych), pfi¢emz ve skupiné nemocnych s tézkou pankreatitidou se snizila letalita
dokonce z 50% na 18%. Podobné snizenou mortalitu lze zaznamenat i u jinych akutnich
stavll. Jednou z pficin je zkvalitnéni intenzivni péce s monitoraci a rychlou a €¢innou korekci
kardidlnich, plicnich, rendlnich, metabolickych a hematologickych abnormalit. Primérna
mortalita u infikované pankreatické nekrézy dosahla 25% (rozmezi 6 - 56%) (2-5).

2.2.2 Etiologie AP

K nejcastéjSim etiologickym faktorim AP patii cholelitidza a alkohol, mén¢ Castymi
byvaji  nitrobfisSni  operace, endoskopicka retrogradni  cholangiopankreatografie,
papilosfinkterotomie, abdominalni traumata, virové, bakterialni a parazitarni infekce,
kongenitdlni anomadlie pankreatu, benigni a maligni procesy Vaterovy papily,
hypertriglyceridémie, rendlni insuficience, systémova onemocnéni a nékteré typy intoxikaci.
Vzécné je pfi¢inou AP hyperkalcémie vyvolana primérni hyperparatyre6zou.

Podle recentnich publikaci jsou pfic¢iny zastoupeny nasledovné: cholecystolitidza
(50%), alkohol (30%), hyperlipidémie (5%), trauma (3%), idiopaticka (12%) (2,5,144).

2.2.3 Patogeneze AP

Patogeneticky je AP zanétem pankreatu a dalSich retroperitonedlnich tkani vyvolany
autodigesci protedzami, které jsou slinivkou produkovany. Ve stfeve, peritonedlni duting a
ze progrese ze stadia lehkého edému k hemoragické, nekrotizujici pankreatitidé je casto
bleskova.

Tézka akutni pankreatitida ma 2 klinické faze. Prvni je charakterizovana syndromem
systémové zanétové odpovédi (SIRS) a trva prvnich deset dni onemocnéni. Druhd faze zaciné
na konci druhého tydne, kdyz se objevi infek¢ni komplikace. Prvni 4 dny jsou zasadni pro
vyvoj akutni pankreatitidy, béhem nich se objevi té¢Zka forma nemoci u 15 — 25% pacienti.

Pribéh akutni pankreatitidy je variabilni. Akutni pankreatitida se miZe vyvijet jako
lehka nebo téZka forma. Ve velké vétSin€ piipadi (80 — 90%) je o pribéhu rozhodnuto jiz
behem prvnich 24 hodin (jak o tom svéd¢i laboratorni markery tize onemocnéni) a jen u
mensiny pacientli se z pocateCni lehké pankreatitidy postupné vyviji tézké onemocnéni.
Lehka pankreatitida reprezentuje ptiblizné 80% vSech onemocnéni. Specifickym a inicidlnim
prvkem AP je aktivace pankreatickych enzymi. Ustfedni roli hraje aktivace trypsinu
odstépenim TAP, ktery nasledné aktivuje dal$i enzymy s vyjimkou lipazy. Nejvétsi patogenni
potencial vykazuji elastdza a lipaza spolu s volnymi mastnymi kyselinami. Pankreas chrani
pfed pfedcasné intrapankreaticky aktivovanymi enzymy celd fada ochrannych mechanismu:
separovana tvorba enzymil v Golgiho komplexu, extrapankreatickd aktivace trypsinogenu,

konfigurace molekuly trypsinu, inhibitory trypsinu, autodegradace. Vyznamnou roli v
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patogenezi hraje kalcium, které¢ je dilezitym mediatorem patologickych zmén. Fyziologické
zvySeni kalcia ma charakter oscilaci a vede ke stimulaci sekrece, zatimco patologické
dlouhodobé & nizkofrekvenéni vede k bundénému poskozeni. Casnym i perzistujicim
patogenetickym faktorem jsou ischemie/reperfuze s hypoxii a naslednym vznikem
reaktivnich forem kysliku (ROS), které se v patogenezi zanétlivych onemocnéni uplatiuji
univerzalné. Do patogennich mechanismii jsou zapojeny cytokiny a medidtory zanétlivych
pochodi, které se tvofi v monocytech, makrofazich, fibroblastech, endoteliich a lymfocytech
v disledku jejich hyperstimulace. Pro- a protizanétlivé cytokiny tvofi delikatné
vybalancovanou soustavu (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-alfa, vs. ILra, IL-4, IL-10). Vyznamnym
momentem je chemotaktické atrahovani neutrofili do postizenych oblasti zprosttedkované
ROS, které naopak aktivované leukocyty v nadbytku generuji. Jednim z ustiednich mediatort
je faktor aktivujici plazminogen (PAF), ktery se tak stal cilem terapeutickych pokust,
klinicky ov§em nepiinosnych.

Pro lehkou pankreatitidu jsou pfiznacné minimalni poruchy funkce jednotlivych
organu a jeji prubéh smétuje k rychlé a uplné tizdrave. Subjektivni obtize, fyzikalni nalez a
laboratorni odchylky se pii adekvatni 1é€bé rychle upravuji. Patologickoanatomickym
korelatem je intersticidlni edém. Ojedinéle mohou byt pfitomny drobné parenchymové
nekrézy. Peripankreatické tukové nekrozy nevylucuji diagnézu lehké pankreatitidy.

Definice tézké akutni pankreatitidy je podle Atlantského konsenzu podminéna
pfitomnosti vznikem systémové (kardiovaskuldrni, respiracni, rendlni selhéni, poruchy
koagulace a hypokalcémie, krvaceni do travici trubice) ¢i lokalni komplikace (nekroza,
absces nebo pseudocysta) (133,145-148).

Morfologickym koreldtem tézké pankreatitidy je obvykle pankreaticka nekroza, oba
pojmy vsSak vychazeji z odlisnych aspektl a piekryvaji se pouze z vétsi Casti. Zjednodusené
lze fici, Ze nekrotizujici pankreatitida je vzdy tézka, avSak u klinicky téZké pankreatitidy
(definované naptiklad rendlni insuficienci) muize nekréza chybét. TéZka pankreatitida je
charakterizovana rozsdhlou nekrézou a omezenou piitomnosti apoptozy, zatimco u lehké
(naptiklad ceruleinové) pankreatitidy je tomu naopak. Tato pozorovani vedou k ivaham o
protektivnim piisobeni apoptdzy.

Ptiblizn€ prvni dny az dva tydny u tézké pankreatitidy probihaji pod obrazem tzv.
SIRS (systemic inflammatory response syndrome, definuje jej pfitomnost nejméné dvou z
téchto faktorti: teplota >38 °C ¢i <36 °C, tep >90/min, dechova frekvence >20/min ¢i PaCO2
<4,3 kPa, podet leukocytt >12x10°/1 nebo <4x10%/1 & vice nez 10% nezralych elementi)
(146).

Pankreatickd nekrdza se Casto infikuje s pravdépodobnosti umérnou svému rozsahu.
Pankreatickd infekce negativné ovliviiuje dalsi pritbéh onemocnéni, je nejcastéjsi indikaci k
operaci pankreatu a vedle ¢asného obéhového selhani je dalsi nejcastéjsi pricinou timrti. Dnes

je prokazéano, ze infekce rozsahlé pankreatické nekrozy je zavaznym rizikovym faktorem
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akutni pankreatitidy. Rozvoj zavaznych komplikaci a letalita je u infikované nekrozy vyssi
nez u nekrozy sterilni (17,143,148,149).

2.2.4 Klasifikace AP

Podle atlantské klasifikace, ptivodem z roku 1993, revidované v roce 2012, by méla
byt AP klasifikovana jako lehkd nebo tézka v zavislosti na rozvoji organovych selhani a/nebo
lokalnich komplikaci. VétSina pripadi AP odpovida lehké formé¢ a pacienti se vétSinou
uzdravi spontann¢ béhem nékolika dnti bez potieby specifické terapie. T¢zka forma AP byla
podle ptivodni atlantské klasifikace definovana piitomnosti jednoho nebo vice nasledujicich
kritérii: Ransonovo skoére > 3 nebo APACHE-II skore > 8, selhani jednoho nebo vice systému
jako je Sok, respiracni insuficience, selhani ledvin, gastrointestinadlni krvaceni, tézka
trombocytopenie a hypokalémie a lokdlni komplikace jako je nekrotizujici pankreatitida,
vznik abscesu nebo pankreatickd pseudocysta. Takto definovana tézka forma AP je pfitomna
az ve 25% ptipadi, s mortalitou 10 —20% (3,145,151).

Revize atlantské klasifikace zroku 2012 pfinesla urcit¢é zmény v klasifikaci
zavaznosti AP 1 terminologii nazvl pouzivanych pro nalezy na CECT (contrast enhanced

computed tomography) (152):

Stupné zavaznosti akutni pankreatitidy:

e lehka AP: chybi organové selhani nebo lokalni/ systémové komplikace
e stfedn¢ zavazna AP: lokalni nebo systémové komplikace

o t&zka AP: ptetrvavajici jednotlivé nebo vicecetné organove selhani

Lehkda AP nema organové, lokalni ani syst¢tmové komplikace. Pankreatitida rychle
regreduje, umrti je vzacné a pacienti jsou obvykle propusténi do 1 tydne.

Stfedné t¢Zkou AP doprovazi pfechodné organové selhani, lokalni komplikace a/nebo
systémové komplikace trvajici do 48 hodin. Mortalita je zvySena stejn€ jako morbidita, ale
pievazné jen do 8%. Pacienti jsou obvykle propusténi druhy nebo tfeti tyden, nékdy vSak
vyzaduji delsi hospitalizaci kvili lokdlnim ¢i systémovym komplikacim. Tézka AP je
definovana pfetrvavajicim orgdnovym selhanim bud’ v iivodu nebo v dalSim prab&hu nemoci,
pacienti vétSinou maji 1 nebo vice lokélnich a/nebo systémovych komplikaci. Pacienti, u
nichz se vyvine tézka AP v Casné fazi, maji vyrazné zvySenou mortalitu (36-50%). Pozd¢&jsi
rozvoj infikované nekrozy vede k extrémné vysoké mortalité.

Terminy pouZzivané pro novou klasifikaci zaloZené na kontrastnim CT vySetteni (150,
153):

e intersticidlni = edematézni  pankreatitida:  zanét  pankreatick¢é  a/nebo
peripankreatické tkané bez nekrozy
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e nekrotizujici pankreatitida: nekréza ve tkani pankreatu a/nebo peripankreaticka
nekréza

e akutni peripankreatickd tekutinova kolekce: peripankreaticky ulozend tekutina,
ktera se objevi béhem prvnich 4 tydnt akutni edematdzni pankreatitidy

e pankreaticka pseudocysta: dobfe definovand ohranic¢end kolekce tekutiny bez
nebo s minimalni solidni slozkou, kterd se objevi béhem prvnich 4 tydnt akutni
edematozni pankreatitidy

e akutni nekrotickd kolekce: kolekce tekutiny i solidni slozky (nekrozy), ktera se
objevi béhem nekrotizujici pankreatitidy; tato kolekce miize ovliviiovat
pankreatickou nebo peripankreatickou tkan

e ohraniCend nekroza: =zrala, ohraniCena akutni nekroticka kolekce s dobie
definovanou zanétlivou sténou; tendence k uzrani se objevuje po vice nez 4

tydnech po zacatku AP

vvvvvv

s akutni pankreatitidou. CT s podanim kontrastni latky ma cca 90 % ptesnost pro detekci
nekrézy. Pro ¢iselnou klasifikaci ndlezu na CT se pouziva tzv. CTSI prognostické skore (CT
severity index) (150-158). CTSI skore je souctem Balthazarova skore a skore pankreatické
nekrézy — viz tabulka 1.
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Tabulka 1. CTSI skére (Computed Tomography Severity Index)

Balthazarovo Nélez na CT Body
skore
A Normalni CT 0
B Fokalni nebo difizni edém pankreatu 1
C Abnormality pankreatu a peripankreaticky zanéct 2
D Tekutinova kolekce v jedné lokalizaci 3
E 2 nebo vice tekutinovych kolekei a/nebo bubliny plynu 4
v pankreatu nebo ptiléhajici

Procento nekrézy

Bez nekrozy

0 - 30% nekrdza

30 - 50% nekroza

BN |O

> 50% nekrozy

Lehka pankreatitida odpovida 0 — 2 b. CTSI, stredné tezka AP 3 — 6 b. CTSI, tezka AP 7 — 10
b. CTSIL

Dtlezité je spravné nacasovani kontrastniho CT vySetfeni. Do 48 hodin od zacatku
ptiznakli nema smysl, protoZze morfologické zmény nejsou jesté zretelné vyjadieny. Detekce
nekrézy pomoci dynamického CT vySetieni (bez kontrastni latky a nasledné s kontrastni
latkou) je 80 — 90 %. CTSI skore zavaznosti akutni pankreatitidy bylo pro predikci zavaZznosti
potvrzeno mnozstvim studii jako pfesnéj$i neZ APACHE-II skore, Ransonovo skore a CRP
(159). CTSI dobfte koreluje s progndzou pacientli (160-166).

2.2.5 AP, obezita a zanét
Obezita jako rizikovy faktor tézké AP
Obezita je rizikovym faktorem vzniku AP. Incidence AP u obéznich (BMI>30 kg/m?)

je cCastéjsi nez u neobéznich (odds ratio OR=2,9). Navice obezita je asociovdna s rozvojem
lokalnich a systémovych komplikaci a zvySuje mortalitu (OR=2,1). Klinickd pozorovani
naznacuji, Ze intraabdomindlni tukova tkan miZze hrat dilezitou patofyziologickou roli
v rozvoji multiorganové dysfunkce a morbidity 1 mortality asociované s AP (167).

Mechanismy, kterymi obezita zvySuje zavaznost AP jsou nejasné. Bylo navrzeno
nekolik hypotéz:

1) u obéznich pacientl je vyraznéjsi zanét slinivky biisni;

43



2) je piitomno zvySené nahromadéni tuku ve slinivce bfiSni, kde jsou casto
lokalizovany nekrozy;

3) zvySené mnozstvi jak peri-, tak intrapankreatického tuku a zanétlivych bunck
vysvétluje vysoky vyskyt zanétu slinivky a nekrdz u obéznich pacientt;

4) jaterni dysfunkce spojend s obezitou mulze zvysit systémovou zanétlivou reakci
zménou detoxifikace zanétlivych med.atort;

5) nesoulad ventilace a perfuze vede k hypoxii spojené s nizkym pritokem slinivkou a

miZze snizit oxygenaci pankreatickych bun¢k a zesilit poskozeni pankreatu.

Nekréza peripankreatického tuku zptsobuje masivni uvolnéni cytokini (jako je IL-1,
IL-6, TNF) a adipokinii (adiponektin, rezistin, leptin), coz pravdépodobné vede
k multiorganové dysfunkci a metabolickym zménam jako je inzulinovd rezistence nebo
dyslipidémie. Progrese peripankreatickych tukovych nekréz uréuje zdvaznost pankreatitidy a
tudiz vzestup specifickych adipocytarnich proteinovych markert by mohl slouzit jako
prediktor klinického prubehu.

Jedna hypotéza je zalozena na faktu, ze obézni pacienti maji vyjadienou zvysenou
zanétlivou odpovéd’ v pankreatu. Druhd hypotéza piedpoklada, ze obézni pacienti maji
zvySenou akumulaci tuku ve slinivce a okolo ni, kde jsou Casto lokalizovany nekrozy. Riziko
pankreatické infekce a zanétu je proporcionalni zvysenému mnozstvi peripankreatického tuku
(168).

Podle studie Franco-Ponse, ma poskozeni tukové tkané dulezity vliv na aktivaci
rezidentnich makrofagii a dynamiku odpovédi imunitnich bunék. Je pravdépodobné, zZe
nekroza tukové tkané vede ksilné infiltraci poSkozenych oblasti leukocyty. V téchto
podminkach se muze tukova tkan stat dilezitym zdrojem prozanétlivych mediatort
ucastnicich se progrese lokdlniho poskozeni k systémové zanétlivé odpovédi u AP. V tom
pfipadé lze souhlasit, ze zanét tukové tkan€ u AP milzZe vést k horSi prognoze u obéznich
pacientl (169).

Na zaklad€ publikovanych studii jsme vybrali nasledujici tfi adipokiny:

1. adiponektin, jakoZto marker s rozporuplnymi daty o moZznosti predikce prognozy
u AP

2. A-FABP, jakozto marker propojujici metabolickou homeostazu a zanét, jehoz
zvySené hladiny jsou pfitomny u kriticky nemocnych a jsou asociovany s horsi
prognozou

3. FGF-21, u néhoz prakticky chybi data z humannich studii u AP a experimentalni
modely prokazuji jeho protektivni roli proti bunéénému poskozeni béhem zanétu
u AP
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Adiponektin
ADP ve vétsing€ dosavadnich studii selhal jako prediktivni marker i jako marker

nekrézy peripankreatického tuku. ADP jak u lidi, tak v experimentalnich modelech, jevi
tendenci k niz§im hladindm u tézkych forem akutni pankreatitidy, coz vede k domnénce, Ze
ADP hraje protektivni roli. Hypoadiponektinémie pifitomnd u obéznich pacienti miize byt
zodpovédna za jejich horsi klinicky pribéh (167). Tuto domnénku potrvzuji napi. prace

Sharmy (193) a Schéfflera (195), v rozporu je naopak prace Tukiainena (194).

A-FABP

U kriticky nemocnych byly prokdzany zvySené hladiny A-FABP, které vedou
k inzulinové rezistenci a uplatiuji se také jako prognosticky ukazatel. Propojuji tak
metabolickou homeostazu a zanét. A-FABP muze souviset s expresi Toll-like receptort,
aktivaci makrofagl, syntézou a uvolnénim prozanétlivych cytokint interleukinu-6 a tumor
nekrotizujicicho faktoru alfa, aktivaci exprese cyklooxygendzy-2 (COX-2) a syntézy
eikosanoidt. Tyto faktory mohou zpusobit inzulinovou rezistenci a inciaci i progresi zanétu a
sepse. Sériové meéteni téchto pro- a proti- zanétlivych molekul a korelace jejich hladin
k progresi nebo regresi sepse a jinych zanétlivych procesit mize vytvofit novy piistup
k predikci progndézy u zanétlivych stavii a eventudlné by mohlo vést k rozvoji novych
terapeutickych strategii (170). Huang a kol. uvadéji, ze A-FABP muze byt vyuzit jako
biomarker prognézy u kriticky nemocnych. Neni ale jasné, pro¢ by mély byt hodnoty A-
FABP u kriticky nemocnych zvySeny nebo co tento vzestup znamena (171). A-FABP
moduluje tvorbu zanétlivych cytokinti a akumulaci cholesterolovych esterti, blokada genu pro
A-FABP chrani pted ateroskler6zou. Tyto poznatky posiluji domnénku, Ze A-FABP integraci
metabolickych a zanétlivych drah zajiStuje kli€ové spojeni mezi slozkami metabolického
syndromu, coz by mohlo vést k vyuziti blokddy proteinu A-FABP v 1écbé srdecnich chorob,

diabetu mellitu, astmatu, obezity a steatdzy jater (170).

FGF-21

Fibroblastové riistové faktory prokazuji rizné biologické ucinky v rozlicnych
vyvojovych a metabolickych procesech. VétSina fibroblastovych ristovych faktor
zprostiedkuje své biologické aktivity jakozto extracelularné plisobici proteiny vazbou na
bunécné povrchové tyrozinkindzové FGF receptory a jejich aktivaci (FGFRs). Typickym
znakem signalizace zprostiedkované FGF je to, Zze k vazbé a aktivaci vyzaduje BKlotho,
transmembranovy obligatni koreceptor. Studie Johnsona pifi pouziti in vivo modelu
ceruleinem indukované AP demonstruje velmi rychlou expresi FGF-21 (béhem minut), coz
vede k domnénce, Ze FGF-21 méa ddleZitou funkci v pocatku zanétu. Na mysich modelech

jejich studie prokazuje protektivni roli FGF-21 proti bunéénému poSkozeni béhem zanétu.
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Jejich nalezy prokazaly, ze FGF-21 inhibuje Casnou aktivaci pankreatickych stelatnich bun¢k
(PSC), ¢imz tlumi fibrotickou remodelaci. Tato studie podporuje domnénku, ze poskozené
pankreatické acinarni bunky exprimuji BKlotho receptor, coz je zédkladem parakrinni nebo
autokrinni regulace FGF-21. Zda se, ze indukce tvorby FGF-21 je omezena na ¢asnou fazi
zénétu na rozdil od exprese rustovych faktord FGF-1, -2, -7 a -10 béhem regenerace
pankreatu. Aktivace rychlych signalnich drah a jaderna translokace transkripcnich faktord
byly identifikovany jako kriticky regulator a modulator lokélniho a systémového poSkozeni
béhem AP (172).

2.2.6 MoZnosti predikce zavaznosti akutni pankreatitidy

Zavaznost AP lze predikovat rliznymi zplsoby. Je moZno pouzivat jednotlivé
laboratorni ukazatele (IL-6, PCT, Trypsinogen activating peptid — TAP) nebo jejich
kombinace spolu s parametry fyziologickych funkci ve formé riznych skérovacich systémi
(modifikovand Ransonova kritéria, Glasgowska kritéria, APACHE-II skoére, BISAP skore).
Casto se pouzivé predikce na zakladé nalezu na CT — CTSI skore (viz kap. 2.2.4). Neni viak

mozné predikovat zavaznost AP na podkladé hodnot amylazy a lipazy.

2.2.6.1 Vybrand laboratorni vysetieni

Existuje celd fada publikaci zaméfenych na riizné markery a jejich kombinace ve
vztahu k riznym klinickym situacim v pribéhu akutni pankreatitidy: diagnostiku, predikci
zavaznosti v prubéhu prvnich 48 hodin, pozdé¢jsi predikci zévaznosti a diferencialni
diagnostiku sterilni a infikované nekrézy. Nejvice konzistentnich dat bylo publikovano o
nasledujicich biomarkerech: CRP, PCT, IL-6. V poslednich letech pfibyva velké mnoZstvi
publikaci o adipokinech.

2.2.6.1.1 CRP

O CRP jakozto ,klasickém* markeru je k dispozici velké mnoZstvi publikovanych
dat. Pfevazna vétsina studii prokazuje vyznamnou schopnost predikce zavaznosti AP v ¢asné
fazi, tzn. do 48 h. Napf. ve studii Khany z roku 2013 (173) byla AUC pro CRP v predikci
tézké AP 0,90 a pro mortalitu 0,75. CRP v této praci prokazalo slibn¢ vysledky v Casné
predikci zavaznosti AP a rozvoji pankreatické nekrozy. Jiz od roku je CRP soucésti
Ransonovych kritérii — viz dale kap. 2.2.5.2 (174,175). Prace o vyznamu predikce zavaznosti
AP pomoci CRP lze v literatuie vystopovat jiz od roku 1986 (170-178,180).

Podle studie Raua, ale i dalSich publikovanych praci, je z ROC analyzy patrné, Ze
CRP (AUC=0,924) je vyrazné¢ lepSim prediktorem pankreatick¢é nekrézy nez PCT
(AUC=0,792) a IL-8 (AUC=0,524) (181).
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2.2.6.1.2 Prokalcitonin

O PCT jakozto zastupci novéjsich markera v predikci zavaznosti AP se objevuji prace
cca od roku 1996. Napf. jiz zminénd studie Raua z roku 1997 (181) a dalsi z roku 2000 (182)
uvadéji, ze mediany koncentraci PCT jsou vyznamné vyS$i u pacientil s infikovanou
nekrézou nez u pacientll se sterilni nekrézou, zatimco pro CRP nebyla takova diference
zjisténa. U edematdzni pankreatitidy byly medidny PCT i CRP nizké. Pomoci ROC analyzy
byl nalezen cut-off pro predikci infikované nekrozy ¢i perzistujici pankreatické sepse pro
PCT 1,8 pg/l. Pokud byl tento cut-off prekrocen po dva nasledujici dny, schopnost predikce
infikované nekrdzy byla nésledujici: senzitivita 94% a specificita 91% (181).

Podle studie Richého z roku 2003 byly hodnoty PCT a IL-6 vyssi u pacientii s IN
(p<0,003 a p<0,04). Zadny rozdil nebyl nalezen pro TNF-o. a CRP. Kombinace IL-6<400 ng/l
a PCT<2 pg/l nejlépe identifikovala pacienty, ktefi neméli riziko pro rozvoj infikované
nekrozy. Negativni prediktivni hodnota €inila pro tyto cut-off hodnoty 91%, senzitivita a
specificita 75% a 84% (183). Ve studii Mandiho byly koncentrace PCT relativné vysoké u
pacienti s IN a sepsi rtizného pavodu 8,5+4,8 pg/l (pramér + smérodatna odchylka). Zadni
pacienti se SN nepifesahly hodnoty 1 pg/l. Senzitivita, specificita a pozitivni prediktivni
hodnota pro diskriminaci IN a SN byly pro PCT 90%, 100% a 100% (p<0,0001) (184). Podle
Dambrauskase PCT samotny nebo v kombinaci s IL-6 nejlépe identifikuje pacienty, ktefi
nejsou v riziku infekce pankreatické nekrézy (185).

Systematicky piehled Mofidiho z roku 2009 uvadi senzitivitu a specificitu PCT pro
predikci téZzké AP na podkladé 52 praci 72% resp. 86% s AUC=0,87. Senzitivita a specificita
PCT pro predikci pankreatické nekrozy zde byla 80% a 91% (186).

2.2.6.1.3 Interleukin-6

Podle Khanny hodnoty IL-6 v den pfijeti a koncentrace CRP 2. den po pfijeti
umoznuji lepsi predikci zavaznosti AP v porovnani s multifaktoridlnimi skérovacimi systémy
(173).

Podle ptehledu Aouna zroku 2009 bylo pro IL-6 publikovano 7 studii ve vztahu
k hodnotam 1. den po atace a 4 studie tykajici se hodnot 2. a 3. den. Senzitivita IL-6 pro
predikci SAP se pohybovala mezi 81,0 az 83,6% a specificita mezi 75,6 az 85,3% pro den 1,
2a3(187).

Ve studii Mandiho, ktera porovnavala PCT, IL-6 a ICAM v predikci infikované
pankreatické nekrozy dosahla senzitivita, specificita a PPV IL-6 pro diskriminaci infikované
od sterilni pankreatické nekrézy 100%, 20% a 55% (p=0,474) (184).

2.2.6.1.4 Dalsi cytokiny

Z dalsich cytokinii je nejvice publikaci ve vztahu k predikci zévaznosti AP
dostupnych o IL-8, IL-10 a solubilnim receptoru TNF-a. Relativné nejvice praci se tyka IL-8.
Ve studii Aouna bylo pro IL-8 analyzovdno 5 studii pro 1. den a 4 studie pro 2. den.
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Senzitivita pro IL-8 byla pro 1. a 2. den 65,8% a 70,9% se specifitou 66,5% a 91,3%. AUC
pro IL-8 byly 0,73 a 0,91 pro 1. a 2. den (187).

V praci Fisica z roku 2013 byly zkoumdany nasledujici cytokiny: IL-6, IL-8, IL-10.
Pro IL-6 byla zjisténa senzitivita 82%, specificita 65%, PPV 35% a NPV 94%. Prozanétlivy
IL-8 mél horsi schopnost diferenciace lehkych a tézkych forem AP. I kdyZ cut-off 42,5 ng/l
dosahl statistické vyznamnosti (p<0,008), senzitivita a specificita byla relativné nizka (68% a
67%). Cut-off pro IL-10 7,2 ng/l diskriminoval lehké a tézké formy se senzitivitou 75% a
specificitou 56% (188).

Studie Bucura tykajici se IL-17 prokazala jeho 97% senzitivitu a 94% specificitu
v ¢asné predikci tézké AP (189).

Podle Mentuly IL-10>50 ng/l predikoval SAP se senzitivitou 88%, specificitou 93%,
PPV 56% a NPV 99% (190).

2.2.6.2 Skorovaci systémy

Skorovaci systémy jsou u AP pouZivany desitky let a stidle se objevuji dalsi.
K nejstar§im skoérovacim systémum patii tzv. Ransonovo skore, po drobnych Upravach
nazyvano jako modifikované Ransonovo skore. Pivodni zroku 1974 bylo ureno pro
alkoholickou AP (175), vroce 1978 bylo skore modifikovano i1 pro bilidrni AP (206).
Zahrnuje celkem 11 hodnot: 5 vstupnich a 6 hodnocenych za 48 h. Mén¢ nez 3 body znaci
nulovou mortalitu, 3 a vice pozitivnich faktort svéd¢i pro tézkou pankreatitidu, vice nez 6

predikuje mortalitu vétsi nez 50% (175). Jiz sdm Ranson ale zdiiraziioval, Ze prognosticky

wvewr

v

Novéjsi jsou Glasgowska kritéria (Glasgow-Imrie), ktera mohou byt stanovena pouze
po 48 h od pfijeti. Zahrnuji 8 laboratornich ukazateli a vék. Cut-off hodnota pro rozliseni
lehké a tézké AP je rovna 3 (207-209).

BISAP skore (bedside index for severity in acute pancreatitis) zahrnuje hodnotu
mocoviny v séru, mentalni status, SIRS, vek a pleuralni vypotek (173,210).

Pro informacni Gplnost lze déale uvést bézna intenzivisticka skore APACHE II, které
se pii doplnéni o kritérium obezity nazyva APACHE-O, diale MOSS a SOFA skore. Tyto
skorovaci systémy se u pacient s AP Casto pouZzivaji, protoZze jsou pacienti pievazné
hospitalizovani na jednotkach intenzivni péce. Podrobnéjsi rozbor téchto skore presahuje
ramec této prace (21, 143, 212-214). RozliSeni lehké a tézké AP pomoci 3 nejcastéjSich
skorovacich systémt je nasledovné:

Lehka AP: Ransonovo skore <3, APACHE I1 <8, CTSI<7

Tézka AP: Ransonovo skore > 3, APACHE 11> 8, CTSI>7

Podle Khanny dosahuji AUC téchto skoérvacich systému pro predikci zavaznosti AP
nasledujicich hodnot: Ranson 0,85; Glasgow 0,75; MOSS 0,73; SIRS 0,73; APACHE-II
0,88; BISAP 0,80; CTSI 0,90; pro pankreatickou nekrézu: Ranson 0,70; Glasgow 0,64;
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MOSS 0,61; SIRS 0,61; APACHE-II 0,68; BISAP 0,61; CTSI 0,75; pro mortalitu: Ranson
0,84; Glasgow 0,83; MOSS 0,77; SIRS 0,76; APACHE-II 0,86; BISAP 0,83; CTSI 0,57
(173).

2.2.7 Moznosti diferencialni diagnostiky sterilni a infikované nekrozy

Zavaznym a velmi dualezitym problémem u pacientli s AP je rozliSeni priomnosti
infekce v pankreatické nekroze. Pristup k 1é¢bé sterilni nekrozy (SN) a infikované nekrozy
(IN) je diametraln¢ odliSny. Pausalné je mozno shrnout, ze SN se 1é¢i konzervativné, zatimco
IN chirurgicky, a to bud otevienou laparotomii, nebo podle nové¢jSich pfistupt
endoskopickou ¢i transperitonedlni drenazi pod CT ¢i endosonografickou navigaci (215,
227).

Existuje fada praci zamétenych na jednotlivé biomarkery i multifaktoridlni skorovaci
systémy v Casné predikci infekce pankreatické nekrdozy (185).

Podle Raua (181, 182) je prokalcitonin presnym prediktorem infikované nekrozy a
perzistujicich septickych komplikaci po chirurgickém odstranéni nekr6z (cut-off 1,8 pg/l se
senzitivitou 94%, specificitou 91%, AUC=0,96, p<0,0001).

Ve studii Mandiho byla hladina PCT pfesnym parametrem, ktery dokazal rozliSit IN a SN
(cut-off 1,2 pg/l, PPV 100%, senzitivita 90% a specificita 100%) (228).

Podle Richého a kol. kombinace IL-6<400 pg/l a PCT<2 pg/l nejlépe identifikovala
pacienty bez rizika rozvoje infikované nekrézy (NPV 91%, senzitivita 75%, specificita 84%).
Pro skérovaci systémy v rozliSeni SN a IN nalezl nasledujici hodnoty AUC: pro SAPS2
(Simplified Acute Physiology Score II) 0,75; p<0,002; Ranson 0,65; p<0,03; CTSI=0,67;
p<0,04 (183).

Co se tyka multifaktorialnich skérovacich systémi, Rau nalezl statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami pacientd se SN a IN u Ransonova skére a APACHE II (181, 182).
Podle Mettuho Ize predikovat IN, pokud je CTSI skore pii piijeti > 8 (229).
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Disertacni prace je zaméfena na akutni pankreatitidu jakozto zavazné onemocnéni,

které 1 v soucasné dobé muze skoncit fatalné. Hlavnim cilem bylo zpracovat udaje o

moznostech laboratornich ukazatelti jednak v predikci zavaznosti AP, jednak pro rozliSeni

sterilni a infikované nekrézy s ohledem na rozdilny terapeuticky ptistup k t€émto dvéma

klinickym situacim. Prace vychdzi z vlastnich vyzkumnych praci: prvni studie byla zamétena

na diferencialni diagnostiku sterilni a infikované nekrézy vyuzitim interleukinu-6, druha

studie na predikci zdvaznosti AP pomoci adipokinli a markerd zanétu.

Cile disertacni prace:

a) studie I:

b) studie II:

2.

Analyzovat moznost diferencidlni diagnostiky sterilni a infikované
pankreatické nekrézy u pacientl stézkou AP sériovym stanovenim
interleukinu 6 (IL-6)

Analyzovat hladiny adiponektinu (ADP), fibroblastového ristového faktoru
21 (FGF-21) a adipocytarniho vazebného proteinu pro mastné kyseliny (A-
FABP) v porovnani se zanétlivymi markery C-reaktivnim proteinem (CRP),
IL-6 a prokalcitoninem (PCT) v Casné fazi AP

Ovétit moZnost predikce zavaznosti AP s pouZitim hladin ADP, A-FABP a
FGF-21 4. den po piijeti ve srovnani se zanétlivymi markery CRP, IL-6 a PCT
Studovat vzdjemnou asociaci uvedenych markerti — adipokint a zanétlivych

ukazateld — v prubéhu AP metodami korelacni a regresni analyzy.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITA PRISTROJOVA TECHNIKA, REAGENCIE, ROZTOKY
4.1.1 Pristroje a zarizeni

4.1.1.1 IL-6 pro diferencidlni diagnostiku sterilni a infikované nekroézy

Stanoveni IL-6 byla provadéna imunochemiluminiscenéni metodou na analyzatoru
Immmulite 1000 a 2500 firmy Siemens, stanoveni CRP metodou suché chemie na
analyzatorech VITROS 950 a VITROS Fusion 5.1 FS firmy Ortho Clinical Diagnostics
(dodavatel Assissta Czech), oboji na OKB Nemocnice Pisek. Turn-around-time uvedenych

vysetfeni ¢inil maximalné 120 min pro IL-6, 60 min pro CRP.

4.1.1.2 Adipokiny pro predikci zavaznosti AP
Analyza adipokini byla provedena metodou ELISA na automatickém pfistroji
Microplate reader 3550 firmy Bio-Rad na OKB FN Olomouc.

4.1.2 Roztoky, chemikalie a kity

4.1.2.1 IL-6 pro diferencidlni diagnostiku sterilni a infikované nekrozy

Stanoveni IL-6 byla provadéna kitem firmy DPC Interleukin-6 (dodavatel SIEMENS,
Ceska republika), stanoveni CRP kitem CRP firmy Ortho Clinical Diagnostics (dodavatel
Assista Czech). Varia¢ni koeficient za podminek opakovatelnosti €inil pro CRP 3,8%, pro IL-
6 9,7%.

4.1.2.2 Adipokiny pro predikci zavaznosti AP

Celkovy adiponektin, A-FABP a FGF-21 byly méfeny v séru (separatni alikvot
skladovany pii -80 °C do dne analyzy) nasledujicimi imunochemickymi kity: Human
Adiponectin ELISA, Human A-FABP ELISA a Human FGF-21 ELISA (vSe Biovendor
Laboratorni Medicina, Brno, Ceska republika), podle navodu vyrobce a po verifikaci viech
tii metod. Oba variaéni koeficienty (za podminek opakovatelnosti 1 mezilehlé preciznosti)

byly pfi verifikaci metod pod 15% u vSech parametrti.

4.1.3 Ostatni material

Jako odbérovy systém byly pouzity zkumavky Vacuette firmy Greiner, konkrétné
zkumavky pro srazlivou krev s akceleratorem srazeni bez separacniho gelu.

Pro zpracovani vysledki byl pouzit u obou praci software Microsoft Excel pro zapis a
poradani namétenych dat, statistické vypocty byly provedeny pomoci softwaru MEDCalc,
firmy MedCalc Software, Ostend, Belgie.
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4.2 IL-6 pro diferencialni diagnostiku sterilni a infikované nekrozy
(studie I)

4.2.1 Material a pouzité metody

V této retrospektivni studii bylo zahrnuto 59 pacienti hospitalizovanych s tézkou
akutni pankreatitidou (klasifikované podle Atlantské klasifikace 1992) na chirurgickém
odd¢€leni Nemocnice Pisek v letech 2000-2006. Pravidelné (pievazné kazdy den, vyjimecné
obden ode dne pfijeti) u nich byl vysSetfovan C-reaktivni protein (CRP) a interleukin-6 (IL-6).
Pacienti bez vysledki CRP a IL-6 dostupnych alespoii obden byli ze studie vyfazeni.
Dostatecna data byla k dispozici u 42 pacientii: 14 s IN prokdzanou mikrobiologicky ¢i dle
jednoznaénych CT znamek, 28 se SN. Veskera data byla ziskéna retrospektivnim studiem
chorobopisti a laboratorniho informaéniho systému. CT vySetieni bylo provadéno mezi 4. a 7.
dnem hospitalizace za pouziti aplikace kontrastni latky intravendzné k posouzeni rozsahu
nekroz a urceni Balthazarovy klasifikace, na CT pfistroji firmy TOSHIBA, rok vyroby 1999.

Mikrobiologicky pritkkaz infikované nekrozy byl proveden kultivaci nekrotické tkané
odebrané tenkojehlovou biopsii nebo pii drenazi abscesovych dutin realizované pod CT
kontrolou. Jasné CT znamky infekce pankreatickych nekréz zahrnovali znamky pfitomnosti
bublinek plynu (svéd¢ici pro anaerobni infekci).

Hodnoceni CRP a IL-6 bylo realizovano pro prvnich 8 dnii hospitalizace,
signifikantni soubord pacientl se sterilni vs. infikovanou nekrézou byly nalezeny mezi 5. a
8. dnem hospitalizace. Pfi statistickém zpracovani byl pouzit priimér hodnot markerti ze dnt
5 a6 adale 7 a8, divodem byly chybéjici hodnoty u nékterych pacientt v kazdém uvedeném
dni — pokud byla k dispozici pouze jedna hodnota, pouzila se tato.

Ze 14ti pacientd s IN bylo 6 muzi a 8 zen. VEk téchto pacientil se pohyboval od 32 do
90ti let, zatimco v souboru SN bylo 14 muzi i Zen ve véku 22 — 83 let.

Data byla testovana na normalitu pomoci DAgostino-Pearsonova testu, jejich
rozlozeni bylo vesmés nenormdlni. Dale byly otestovany a vylouceny odlehlé hodnoty
Grubbsovym dvojstrannym testem s koef. alfa=0,05. Statistické vyhodnoceni a porovnani
obou souborii bylo provedeno pomoci Fisherova testu a chi-kvadrat testu, dale byly
propocteny parametry charakterizujici diagnostickou efektivitu obou testi ve vztahu k
uvedené diagnoze a provedena ROC analyza pro den 1 az 7 ve vztahu k diagnoze sterilni
resp. infikované nekrézy pro oba markery — CRP i IL-6. Byly ziskany plochy pod kiivkou
(AUCQC), jejich standardni chyby (SE) a 95% intervaly spolehlivosti (95% CI). Nasledné bylo
provedeno porovnani kiivek obou markert pro kazdy den podle Delonga et al., 1998,

provedena analyza cut-off hodnot, prediktivnich hodnot, specificity a senzitivity.

Charakteristiku souboru dle tiZze pankreatitidy uvadi obrazek 5.
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Obr. 5. Charakteristika souboru pacientti dle Balthazarova skore

Na ose x jsou uvedeny kategorie Balthazarova skore (viz tabulka I na str. 54), na ose y pocty

pacientii.
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Tabulka 2: Piehled pacientd v souboru suvedenim maximalnich hodnot CRP a IL-6 —

pacienti se sterilni nekrézou

Iniciély vek IL6 max. CRP_max.
B.P. 79 723 120
J.T. 59 79,4 173
M. H. 69 83,9 251
J.I 51 12,8 120
M. S. 75 47,2 91
V. K. 65 63,2 120
J.M. 61 71,6 424
J. K 21 10,8 41
E.S. 80 45,5 235
V. D. 65 163 477
M. Z. 24 184 120
1.7 63 120 78
H.D. 53 132 259
T.H. 31 309 510
T.H. 31 178 462
J. I 74 51,8 156
M. T. 79 55,6 144
B. V. 64 50,4 225
Z.S. 49 743 622
H. M. 26 154 324
V.S. 76 50,2 282
F.T. 50 37,9 96
H. W. 51 84,2 503
V. V. 68 293 354
V. I 72 289 312
V. W. 46 89,8 437
P.S. 33 142 593
M. L. 71 95,8 175
M. P. 62 33,5 69
J.S. 56 255 377
V.F. 68 650 242
D.P. 48 124 138
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Tabulka 2 - pokracovani: Prehled pacientli v souboru s uvedenim maximalnich hodnot CRP a

IL-6 — pacienti se sterilni nekrézou

Iniciély vek IL6 max. CRP_max.
J. C. 67 13,1 59
J. H. 76 95,5 265
K. H. 81 317 96
V.S. 57 163 171

A. CH. 74 1000 320
Z.J. 38 242 210
J.C. 47 70,8 120
M. P. 23 311 119
J. B. 38 48,8 104
B. K. 41 116 114
Z.S. 71 154 397

Legenda:

Inic. = inicialy pacienta, nar. = rok narozeni, vék uveden v letech, IL-6 _max. = maximalni

hodnota IL-6 uvedena v ng/l, CRP_max. = maximalni hodnota CRP uvedena v mg/l

Tabulka 2 uvadi vék a maximalni hodnoty CRP a IL-6 u pacientt se sterilni nekrdzou,
tabulka 3 uvadi totéZ u pacientil s infikovanou nekrézou. U nékterych pacientl se sterilni
nekrézou jsou pfitomny nizS§i maximalni hodnoty CRP i IL-6, ale celda fada pacientii se
sterilni nekrézou dosahuje podobnych maximalnich hodnot CRP 1 IL-6 jako pacienti

s infikovanou nekrdzou.
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Tabulka 3: Piehled pacientd v souboru suvedenim maximalnich hodnot CRP a IL-6 —

pacienti s infikovanou nekrézou

Iniciély vek IL6 max. CRP_max.
A.S. 55 476 221
R. P. 78 627 557
L. Z. 89 475 342
A. M. 28 34,3 264
M. H. 58 736 601
M. P. 79 354 329
M. F. 76 66 104
M. S. 78 148 291
M. P. 63 202 462
Z.D. 59 168 253
AL 58 346 333
J.V. 61 536 301
K. V. 47 701 264
R. S. 25 560 406

Legenda:

Inic. = inicialy pacienta, nar. = rok narozeni, vék uveden v letech, IL-6_max. = maximalni

hodnota IL-6 uvedena v ng/l, CRP_max. = maximalni hodnota CRP uvedend v mg/|
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4.2.2.1 Vysledky studie I - CRP

Na obr. 6-12 jsou prezentovany hodnoty CRP rozdé€lené do skupin pacientt se sterilni

a infikovanou nekrézou.
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Obr. 6. Porovnani hodnot CRP u pacientli se SN a IN —den 1
Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé

hodnoty.
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Obr. 7. Porovnani hodnot CRP u pacientli se SN a IN — den 2
Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Obr. 8. Porovnani hodnot CRP u pacientti se SN a IN — den 3
Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Obr. 9. Porovnani hodnot CRP u pacientii se SN a IN — den 4
Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vievo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Obr. 10. Porovnani hodnot CRP u pacient se SN a IN —den 5

Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé
hodnoty.
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Obr. 11. Porovnani hodnot CRP u pacientti se SN a IN — den 6
Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vievo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Obr. 12. Porovnani hodnot CRP u pacienti se SN a IN —den 7
Na ose y jsou hodnoty CRP v mg/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Tabulka 4. Porovnani hodnot CRP u pacientt se sterilni vs. infikovanou nekrézou

Den SN IN p
NSN/NIN

Den 1 median 25 29 n.s.
40/14 25. —75. percentil 7-108 7-104

5.—95. percentil 0,5-156 0-461
Den 2 median 72,5 104 n.s.
34/12 25.—75. percentil 37-118 57,5-120

5.—95. percentil 14,4 — 285 17,6 — 287
Den 3 median 120 229 n.s.
38/13 25.—75. percentil 37-118 57,5-121

5.—95. percentil 14,4 — 285 17,6 — 287
Den 4 median 171 268 n.s.
30/12 25.—75. percentil 107 — 296 117 - 331

5.—95. percentil 41 -593 98,6 —611
Den 5 median 172 270 n.s.
36/13 25. —75. percentil 119 -307 112 - 343

5.—95. percentil 53,4 —475 77 — 546
Den 6 median 139 136 n.s.
26/12 25.—75. percentil 108 — 336 116 — 345

5.—95. percentil 50,2 — 404 53,1 -564
Den 7 median 117 175 n.s.
25/14 25. —75. percentil 102 -314 112 - 280

5. —95. percentil 16,3 — 434 41,2 —-534

Legenda: Hodnoty CRP jsou uvedeny v mg/l; v kolonce ,,Den* je uveden pocet hodnot ze
souboru stenilni nekrozy (Nsy) / pocet hodnot ze souboru infikované nekrozy (Nyy). Porovnani

souboru bylo provedeno Kruskal-Wallisovym testem.
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4.2.2.2 Vysledky studie I - IL-6
Na obr. 13-19 jsou prezentovany hodnoty IL-6 rozdélené do skupin pacientl se sterilni a

infikovanou nekrozou.
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Obr. 13. Porovnani hodnot IL-6 u pacientii se SN a IN — den 1
Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti se SN, vpravo s IN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Obr. 14. Porovnani hodnot IL-6 u pacienti se SN a IN — den 2

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé
hodnoty.
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Obr. 15. Porovnani hodnot IL-6 u pacientti se SN a IN — den 3

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé
hodnoty.
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Obr. 16. Porovnani hodnot IL-6 u pacienti se SN a IN — den 4

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé
hodnoty.
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Obr. 17. Porovnani hodnot IL-6 u pacientii se SN a IN —den 5
Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové

grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil.
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Obr. 18. Porovnani hodnot IL-6 u pacienti se SN a IN — den 6

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé
hodnoty.

64



—h
{} - L—r%}j?&h—' i
L6 7 ILE_7

Steriini nekroza Infikovana nekroza

oD

Obr. 19. Porovnani hodnot IL-6 u pacientii se SN a IN — den 7

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 10. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 90. percentil a odlehlé
hodnoty.
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Tabulka 5. Porovnani hodnot IL-6 u pacienti se sterilni vs. infikovanou nekrézou

Den SN IN p
NSN/NIN

Den 1 median 33,9 98,5 n.s.
35/12 25. —75. percentil 11,281 27-279

5.—95. percentil 0-222 0,5-948
Den 2 median 78,8 144 n.s.
34/12 25.—75. percentil 33,7-124 33,5-332

5.—95. percentil 4,8 —653 8,2—573
Den 3 median 78,8 149 n.s.
36/13 25.—75. percentil 46 — 148 96,8 —375

5.—95. percentil 22,3-610 35,2 -582
Den 4 median 474 140 n.s.
30/12 25.—75. percentil 19,5-99 27,4 — 265

5.—95. percentil 0,7-289 24 -261
Den 5 median 30,6 122 0,004
35/13 25.—75. percentil 16,3 — 65,1 46,5 -301

5.—95. percentil 6,9 —-164 16,9 — 944
Den 6 median 27,3 87,8 n.s.
24/12 25.—75. percentil 15,3 —47 24 —256

5.—95. percentil 8,1 —-182 11,5-697
Den 7 median 21,8 118 0,004
24/14 25. —75. percentil 8-56,1 22,2186

5. —95. percentil 0-102 15,5—-658

Legenda: Hodnoty IL-6 jsou uvedeny v ng/l; v kolonce ,,Den* je uveden pocet hodnot ze
souboru stenilni nekrozy (Nsn) / pocet hodnot ze souboru infikované nekrozy (Np). ).

Porovnani souboru bylo provedeno Kruskal-Wallisovym testem.

Tabulka 5 uvéadi porovnani hodnot IL-6 u pacienti se sterilni vs. infikovanou
nekrézou. Ubytek podtu pacientl s pokradujicim prabéhem hospitalizace ve skuping sterilni
nekrozy je dan jejich leh¢im prabéhem, ktery vedl jednak k ¢asnéjsi dimisi, jednak k méné

intenzivnimu laboratornimu vysetfovani, coz znamenalo chybé&jici hodnotu markeru.
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4.2.2.3 Vysledky studie I - ROC analyza
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Obr. 20. Porovnani ROC kiivek —den 1

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.
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Obr. 21. Porovnani ROC ktivek — den 2

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.
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Obr. 22. Porovnani ROC k#ivek — den 3

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.
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Obr. 23. Porovnani ROC ktivek — den 4

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.
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Obr. 24. Porovnani ROC kiivek — den 5

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.
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Obr. 25. Porovnani ROC ktivek — den 6

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.
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Obr. 26. Porovnani ROC kiivek — den 7

Na ose x je uvedena hodnota 100-specificita v %, na ose y senzitivita v %.

Dale v tabulce 6. je uvedeno porovnani ROC kiivek pro CRP a IL-6 v diskriminaci
sterilni a infikované nekrozy v jednotlivych dnech hospitalizace. Statisticky vyznamny rozdil
ve schopnosti této diskriminace byl nalezen 5. a 7. den hospitalizace, pti¢emz pro IL-6 se
plochy pod kiivkou statisticky vyznamné liSily od 0,5.
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Tabulka 6. Porovnani ROC kiivek pro CRP a IL-6 u pacientil se sterilni vs. infikovanou

nekrézou
Den CRP IL-6 p

Nsn/Nix

Den 1 AUC 0,505 0,668 n.s.
35/12 95% CI 0,355 - 0,654 0,515-0,798

Den 2 AUC 0,572 0,618 n.s
34/12 95% CI 0,422 - 0,720 0,463 — 0,757

Den 3 AUC 0,616 0,678 n.s
36/13 95% CI 0,467 — 0,752 0,530 — 0,805

Den 4 AUC 0,606 0,692 n.s
30/12 95% CI 0,443 — 0,753 0,530 - 0,725

Den 5 AUC 0,547 0,774 0,037
35/13 95% CI 0,397 - 0,691 0,630 — 0,882

Den 6 AUC 0,583 0,694 n.s
24/12 95% CI 0,408 — 0,745 0,519 -0,837

Den 7 AUC 0,524 0,781 0,006
24/14 95% CI 0,356 — 0,688 0,618 — 0,899

Legenda: AUC = plocha pod krivkou; 95% CI = 95% interval spolehlivosti; v kolonce Den je

uveden pocet hodnot ze souboru stenilni nekrozy (Nsy) / pocet hodnot ze souboru infikované

nekrozy (Npy)
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4.2.2.5 Vysledky studie I - analyza priimérii hodnot IL-6 ze dne 5+6, resp. 7+8
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Obr. 27. Porovnani priméra hodnot IL-6 5. a 6. den hospitalizace u pacientl s infikovanou
nekrézou a sterilni nekrézou

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji 5. percentil, 25. percentil, median, 75. percentil, 95. percrentil.

Rozdil mezi skupinami je statisticky vyznamny: p=0,001
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Obr. 28. Porovnéani priimért hodnot IL-6 7. a 8. den hospitalizace u pacientt s infikovanou
nekrézou a sterilni nekrézou

Na ose y jsou hodnoty IL-6 v ng/l. Na ose x vlevo pacienti s IN, vpravo se SN. Krabicové
grafy znazornuji minimum, 25. percentil, median, 75. percentil, maximum a odlehlé hodnoty.

Rozdil mezi skupinami je statisticky vyznamny: p=0,001
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4.2.2.5 Vysledky studie I - souhrn

Hladiny CRP byly u pfevazné vétSiny pacientd od 2. do 8. dne setrvale vyrazné
zvyseny, bez vyznamného rozdilu mezi pacienty se sterilni a infikovanou nekrézou.

Pribéh koncentraci IL-6 byl nasledujici: pii pfijeti dochazelo k vyrazné elevaci
nezéavislé na pozdéjsim rozvoji IN a jiz od druhého dne hospitalizace byl pfitomen vyrazny
pokles. Dalsi vzestup IL-6 byl pfitomen pouze u pacientl s rozvojem IN, dochazelo k nému
nejcastéji 5. den hospitalizace.

5. den je median IL-6 ve skupiné IN ctyfnasobkem medianu skupiny SN a pfevySuje
90. percentil SN. Ve skupiné SN se vSak jest¢ objevuji hodnoty IL-6 nad 150 ng/l. Tento den
je dnem, kdy se zacinaji klinicky objevovat projevy infikované nekrdzy. Jejich standardni
prikaz (kultivace materidlu odebraného tenkojehlovou biopsii pod CT kontrolou) je vSak
minimaln¢ o 3-4 dny opozdéna. Zde je prostor pro IL-6, jakozto marker infekce pankreatické
nekrézy. 6. den je jiz vétSina hodnot IL-6 (pfi vylouceni odlehlych) skupiny SN do 100 ng/l,
zatimco ve skupin€ IN je jiz cca 40% hodnot nad 100 ng/l. 7. den je jiz medidn hodnot IL-6
skupiny IN vyssi nez 95. percentil skupiny SN, coz potvrzuje piedchozi trend hodnot IL-6
v obou skupinach.

Rozvoj IN redln¢ nastaval nejCastéji mezi 5. a 8. dnem (definitivnim prikazem IN byl
mikrobiologicky prikaz agens ¢i nepochybné CT zndmky infekce). S ohledem na chybé&jici
data hodnot markerd CRP a IL-6 u nékterych pacientd pro nékteré ze dnit 5 — 8, byla
doplnéna analyza priméri hodnot pro den 5 a 6 + den 7 a 8 (primér hodnot v pfitomnosti
obou u jednoho pacienta, pouzita jedna zndmé hodnota v pfitomnosti jedné u jednoho
pacienta). Toto spojeni hodnot ze dvou dnil bylo nutné jednak kvili ibytku pacientii zejména
ve skupiné sterilni nekrézy — né€kteti pacienti s leh¢im pribéhem jiz byli dimitovani a dale
kvtli tomu, ze u nékterych pacientd s nekomplikovanym priabéhem nebyly provadény odbéry
krve jiz kazdy den, ale pouze obden.

Byla nalezena statisticky vyznamna diskriminacni schopnost dennich prameért IL-6 5.
a 6.+ 7. a 8. den hospitalizace mezi IN a SN (p=0,001 pro den 5 a 6, resp. p=0,001 pro den 7
a 8) —viz obr. 27, 28.

Pro cut-off IL-6 vzhledem k diskriminaci sterilni a infikované nekrozy (platny od 5.
dne hospitalizace) 100 ng/l bylo p<0,005, pro 150 ng/l p<0,01. Senzitivita cut-off 150 ng/l
(vztazend k aktualné neptitomné IN) Cinila 87% pfii specificité¢ 90%, pro cut-off 100 ng/l
¢inila senzitivita 100% pii specificité 92%.

Vyznamny rozdil byl nalezen pii porovnani ROC kiivek CRP a IL-6 pro den 5 (AUC
pro CRP=0,547; AUC pro IL-6=0,774; p=0,037) a den 7 (AUC pro CRP=0,524; AUC pro
IL-6 =0,781; p=0,006) — viz obr. 24, 26.

AUC pro hodnoty IL-6 5. a 6. den hospitalizace ve vztahu k diskriminaci infikované
nekrézy €inilo 0,746 — viz. obr. 27.
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Tabulka 7 — Porovnani cut-off hodnot IL-6 pro diferencialni diagnostiku SN a IN

cut-off hodnota
IL-6
100 ng/l 150 ng/l
senzitivita 87% 100%
specificita 90% 92%
PPV 78% 100%
NPV 77% 76%

Legenda: PPV = pozitivni prediktivni hodnota; NPV = negativni prediktivni hodnota.

Ve studii I jsme prokazali moZnost vyuZziti IL-6 pro diskriminaci sterilni a infikované

nekrézy u infikované pankreatitidy. Naproti tomu CRP tuto diskriminaci neumoziiuje.

Cut-off hodnoty IL-6 uvedené v tabulce 7 jsou platné od 5. dne hospitalizace. Jsou
urcéeny pro praktické feSeni klinickych situaci: hodnoty pod dany cut-off vylucuji pfitomnost
infikované nekrézy (za uvedenych testovych charakteristik). Vzestup hodnot IL-6 nad
uvedeny cut-off svédéi pro pfitomnost infikované nekrozy. Tento postup je pouzivan lékati

chirurgického oddé€leni Nemocnice Pisek, a.s. od roku 2011 a v praxi se osvédcuje.
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4.3 Adipokiny a zanétlivé markery pro predikci zavaznosti AP (studie II)

4.3.1 Material a pouzité metody
Studie byla provedena retrospektivni analyzou hodnot zénétlivych biomarkerti a
adipokinii u pacientl s akutni pankreatitidou. Zaméfili jsme se na korelaci hodnot uvedenych
markerti pfi pfijeti a 4. den hospitalizace s naslednym pribéhem, resp. zavaznosti akutni
pankreatitidy hodnocenym dle zobrazovaci metody (CT vySetieni se stanovenim CTSI skore
zéavaznosti AP).
Soubor pacientl byl tvoien dvéma skupinami:
1) pacienti hospitalizovani pro akutni pankreatitidu na internim a chirurgickém
oddéleni Nemocnice Pisek, a.s.
2) pacienti s akutni pankreatitidou hospitalizovani na II. interni klinice
gastroenterologické a hepatologické Fakultni nemocnice Olomouc.
Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Olomouc.
Nébor pacientil zapocal 1.7.2012 a byl ukoncen 30.4.2014. Kritériem pro zatazeni
byla diagndéza akutni pankreatitidy stanovend na zdkladé¢ anamnézy, klinického ndlezu a
nejméné 5ti nasobného vzestupu hladiny amylazy v séru proti hornimu rozmezi referencniho
intervalu. U téchto pacientli byly shromazd'ovany vzorky séra ze dne pfijeti, dale 4. dne a 7.
dne hospitalizace (v zavislosti na dob¢ hospitalizace). Od pacientli byl odebiran informovany
souhlas. Celkem bylo do studie zahrnuto 84 pacientii s akutni pankreatitidou, u vSech bylo

provedeno CT vySetieni.

Analvyza adipokinu a zanétlivych markeru

Zanétlivé biomarkery — CRP, IL-6 a PCT byly vySetfeny u vSech vzork v den
odbéru, do 2 hodin od provedeni separace séra.

Na OKB Nemocnice Pisek, a.s. byly pro stanoveni zanétlivych markerli pouZity
nasledujici soupravy a analyzatory:

CRP byl stanoven soupravou CRPL3 firmy ROCHE (doddva ROCHE Diagnostics
s.r.0. Principem testu je ¢asticemi usnadnéné imunoturbidimetrické stanoveni. Lidské CRP
aglutinuje s latexovymi Casticemi, potaZenymi protilatkami proti CRP. Agregaty jsou
stanoveny turbidimetricky. Stanoveni bylo provadéno na analyzatoru COBAS 6000, resp.
jeho klinicko-chemickém modulu COBAS ¢501. Stanoveni CRP bylo verifikovano na 2
hladinach s relativni kombinovanou nerozsifenou nejistotou 9,2%.

IL-6 byl stanoven soupravou ELECSYS IL-6 (Roche Diagnostics s.r.0.)
elektrochemiluminiscenénim imunostanovenim (,,ECLIA®). Princip testu je sendvicovy,
celkova doba stanoveni 18 minut. 30 pl vzorku se inkubuje s biotinylovanou monoklonélni
protilatkou specifickou proti IL-6. Po pfidani monoklonalni protilatky specifické proti IL-6,
znaCené rutheniovym komplexem Tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium (II)-komplex Ru(bpy) a

streptavidinem potazenych mikrocastic, vytvareji protilatky sendvicovy komplex s antigenem
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vzorku. Reakéni smés je nasata do meéfici komulrky, kde jsou mikrocastice zachyceny
magnetickym polem na povrchu elektrody. Nenavéazané slozky se odstrani roztokem ProCell.
Pfivedené napéti na elektrodé vyvold chemiluminiscencni emisi fotonti, kterd je zmétena
fotonasobicem. Vysledky vzorkii se odecitaji z kalibracni kiivky, kterd je specificky
vytvofena pro piistroj a master kiivky, dodavané v ¢arovém kodu reagencie.

Rozsah méteni je 1,5 — 5000 ng/l, vyssi hodnoty se stanovuji po 10ti ndsobném
nafedéni vzorku. Varia¢ni koeficient za podminek opakovatelnosti se pohybuje mezi 0,9 —
2,9%, variaéni koeficient za podminek mezilehlé preciznosti se pohybuje mezi 1,1 — 3,1%.
Stanoveni IL-6 bylo provadéno na analyzatoru COBAS 6000, resp. jeho imunochemickém
modulu COBAS e601.

PCT byl stanoven soupravou ELECSYS BRAHMS PCT (dodéva Roche Diagnostics
s.r.0.). elektrochemiluminiscenénim imunostanovenim (,,ECLIA®). Princip testu je
sendvicovy, celkovd doba stanoveni 18 minut. Antigen ve vzorku, biotinylovana
monoklonédlni protilaitka proti PCT a monoklondlni protilditka proti PCT, znacena
rutheniovym komplexem Tris(2,2'-bipyridyl)ruthenium(Il)-komplex (Ru(bpy) reaguji a
vytvareji sendvicovy komplex. Po pridani mikrocastic, potazenych streptavidinem, se
komplex vaze na pevnou fazi prostfednictvim interakce mezi biotinem a streptavidinem.
Reakéni smés je nasata do mefici komirky, kde jsou mikrocastice zachyceny magnetickym
polem na povrchu elektrody. Nenavazané slozky jsou odstranény roztokem ProCell/ProCell
M. Ptivedené napéti na elektrodé vyvola chemiluminiscen¢ni emisi fotont, kterd je zmétena
fotonasobicem. Vysledky vzorkli jsou odecteny z kalibracni kiivky, kterd je specificky
vytvofena pro pfistroj a master kiivky, dodavané v ¢arovém kddu reagencie.

Rozsah méfeni je 0,02 — 100 pg/l, vyssi hodnoty se stanovuji po Ctyfndsobném
nafedéni vzorku (PCT negativni lidské sérum). Variaéni koeficient za podminek
opakovatelnosti se pohybuje mezi 1,1 — 7,1%, variacni koeficient za podminek mezilehlé
preciznosti se pohybuje mezi 1,6 — 8,7%. Stanoveni PCT bylo provadéno na analyzatoru
COBAS 6000, resp. jeho imunochemickém modulu COBAS e601.

Stanoveni CRP, PCT a IL-6 na OKB FN Olomouc bylo provadéno identickymi
soupravami, rozdil byl pouze v pouzitém analyzatoru — COBAS 8000 firmy ROCHE: CRP
na klinicko-chemickém modulu COBAS ¢701, PCT a IL-6 na imunochemickém modulu
COBAS ¢602. Varia¢ni koeficienty se pohybovaly ve vySe uvedeném rozmezi.

Ze vzorkil byl oddé€len separatni aliquot séra , ktery byl zamrazen na -80 °C a po
ukonceni naboru pacientii byla provedena analyza adipokinti: celkovy adiponektin, A-FABP
a FGF-21(separatni aliquot byl skladovan pii -80 °C do dne analyzy). Analyzy byly
provedeny na Oddéleni klinické biochemie Fakultni nemocnice Olomouc za pouziti
nasledujicich kitd: Human Adiponectin ELISA, Human A-FABP ELISA a Human FGF-21

ELISA (v$e Biovendor Laboratorni Medicina, Brno, Ceska republika), podle navodu vyrobce
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a po verifikaci vSech metod. Oba variani koeficienty za podminek opakovatelnosti i

mezilehlé preciznosti byly <15%.

Stanoveni adiponektinu

Standardy, kontrolni vzorky a vzorky séra se inkubuji v jamkach mikrotitraénich
desti¢ek potaZzenych rekombinantnim lidskym adiponektinem spole¢né s protilatkou proti
adiponektinu znacenou kienovou peroxidazou (konjugat). Po dikladném promyti reaguje
konjugét vazany na adiponektinem potazené jamky s peroxidem vodiku. Reakce se zastavi
pridanim roztoku kyseliny sirové a absorbance vysledného produktu zluté barvy je stanovena
spektrofotometricky pii 450 nm. Absorbance inverzné koreluje s koncentraci adiponektinu.
Standardni kiivka je vytvofena vynesenim hodnot absorbance oproti koncentracim standard

adiponektinu a koncentrace neznamych vzorka se urci pouzitim této standardni kiivky.

Reagencie:

Mikrotitracni desticky potazené rekombinantnim lidskym adiponektinem, vakuové baleny, 96
jamek

Roztok konjugatu (anti-adiponektinové protilatky, kfenova peroxidaza) 7ml

Standardy lidského adiponektinu (0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 a 10 mg/1) 0,22 ml/lahvicku

Dilu¢ni pufr 2 x 13 ml

Koncentrat promyvaciho roztoku (10x) 100 ml

Roztok substratu (TMB) 2 x 13 ml

Zastavovaci roztok (0,5 M H,SO4) 9 ml

Ptiprava reagencii:

Vsechny reagencie museji byt vytemperovany na pokojovou teplotu pred pouZitim.

Standardy se fedi 1:3 fedicim pufrem tésné pted pouzZitim. (50 pl vzorku + 100 pl fediciho
pufru).

Promyvaci roztok se pfipravi nasledovné: 100 ml promyvaciho roztoku se smicha s 900 ml

destilované vody. Pracovni promyvaci roztok je stabilni 1 mé&sic pti 2-8° C.

Piiprava vzorki:

Sérové vzorky se natedi fedicim pufrem (1:30) (10 pl vzorku + 290 pl fediciho).

Stabilita sérovych vzorkl skladovanych pii -80 °C je nejméné 1 rok. I kdyz bylo ovétreno, ze
koncentrace adiponektinu se neméni béhem 3 cyklli zmraZeni-rozmrazeni, neni doporuc¢eno
vzorky opakované zamraZovat a rozmrazovat. Nefedéné vzorky jsou stabilni nejméné 2 tydny

pii 2-8°C nebo 1 den pii pokojové teplote.

Proces analyzy:
1) 50 pl fedénych standardt a vzorkt se pipetuje do odpovidajicih jamek.

2) Do kazdé jamky se ptida 50 pl roztoku konjugatu.

71



3) Desticka se inkubuje 2 hodiny za tfepani pii cca 300 rpm na tfepacce.

4) Jamky se 3x promyji promyvacim roztokem (0,35 ml na jamku).

5) Ptida se 200 pl roztoku substratu a desticka se pfikryje aluminovou folii.
6) Desticka se inkubuje 10-15 minut pfi pokojové teploté.

7) Vyvoj barvy se zastavi ptidanim 50 pl zastavovaciho roztoku.

8) Absorbance se zméii na spektrofotometru pii 450 nm do 5 minut

Kalibra¢ni kiivka se vytvoii vynesenim absorbanci (Y) standardl versus logaritmus
znamych koncentraci standardtl (X) pouzitim Ctyiparametrové funkce. Vysledky se vydavaji
jako koncentrace adiponektinu (pg/l) ve vzorcich sér pacientd. Protoze standardy se fedi 3x,
zatimco kontroly a vzorky 30x, hodnoty vypoctené z kalibra¢ni kiivky se vynasobi dilu¢nim
faktorem 10.

Mez stanovitelnosti je vypoctena ze skutecné koncentrace adiponektinu v jamkach a

jeji hodnota ¢ini 7 pg/l.

Stanoveni A-FABP

Standardy, kontrolni vzorky a vzorky pacientll se inkubuji v jamkach mikrotitracnich

desticek potazenych polyklonalni protilatkou proti lidskému A-FABP. Po 60ti minutich
inkubace a dikladném promyti se prida biotinem znacend protilatka proti lidskému A-FABP
a pokracuje 60ti minutova inkubace se zachycenym A-FABP. Po dalSim promyti se ptida
konjugat streptavidinu s kfenovou peroxiddzou. Po dalSich 30ti minutdch inkubace a
poslednim promyti zbyly konjugat reaguje s roztokem substratu (TMB). Reakce se zastavi
pifidanim roztoku kyseliny a absorbance vysledného produktu zluté barvy se zméii
spektrofotometricky pifi 450 nm. Standardni kiivka je vytvofena vynesenim hodnot
absorbance oproti koncentracim standard A-FABP a koncentrace nezndmych vzorkl v pg/l se
ur¢i s pouzitim této standardni kiivky.

Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena vynesenim absorbanci (Y) standardl versus
logaritmus zndmych koncentraci standardii (X) pouZzitim Ctyfparametrové funkce. Vysledky
se vydavaji jako koncentrace A-FABP (ug/l) ve vzorcich sér pacientd.

Mez stanovitelnosti definovand jako koncentrace, kterd dava absorbanci vyssi neZ
prumérnou absorbanci blanku plus 3 standardni odchylky absorbance blanku, byla vyrobcem
stanovena na hodnotu 0,05 pg/l Naméfend koncentrace vzorkl a kontrol kvality se vynasobi

dilu¢nim faktorem.

Stanoveni FGF-21

Bylo provedeno podobnym zplisobem jako stanoveni celkového adiponektinu a A-

FABP za pouziti ELISA soupravy. Standardy, kontrolni vzorky a vzorky séra byly

inkubovany v jamkach mikrotitracnich desticek potazenych polyklondlni protilatkou proti
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FGF-21. Po 60 min inkubace a dikladném promyti byla ptidana biotinem znacena protilatka
proti lidskému FGF-21, s naslednou 60 min inkubaci. Po dal§im promyti byl pfidan konjugat
streptavidinu a kienové peroxiddzy. Po 30 min inkubace a poslednim promyti reagoval
vznikly konjugat s roztokem substratu (TMB).

Reakce se zastavila pridanim roztoku kyseliny sirové a absorbance vysledného
produktu zluté barvy byla zméfena spektrofotometricky pti 450 nm. Standardni kiivka byla
vytvofena vynesenim hodnot absorbance oproti koncentracim standard FGF-21 a koncentrace
neznamych vzorkt byla ur€ena s pouzitim této standardni kiivky.

Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena vynesenim absorbanci (Y) standardid versus
logaritmus znamych koncentraci standardl (X) pouzitim Ctyfparametrové funkce. Vysledky
byly vydany jako koncentrace FGF-21 (ng/l) ve vzorcich.

Mez stanovitelnosti definovand jako koncentrace, kterd dava absorbanci vys$i nez
pramérnou absorbanci blanku plus 3 standardni odchylky absorbance blanku, byla vyrobcem
stanovena na hodnotu 7 ng/l. Naméfena koncentrace vzorkli a kontrol kvality byla

vynasobena ptislusnym dilu¢nim faktorem.

CT vysetreni - skorovaci systém

47 pacientii podstoupilo kontrastni CT vysetfeni. Bylo stanoveno Balthazarovo skore,
rozsah nekrézy a CTSI. Ciselné maximum CTSI je 10 bodii a je souétem Balthazarova skore
a skore pankreatické nekrozy.

CT vysetfeni ve FN Olomouc byla provedena na pfistrojich CT LightSpeed VCT a
CT LightSpeed RT16 firmy GE Healthcare, Waukesha, USA. CT vysetieni v Nemocnici
Pisek, a.s. byla provedena na pfistroji Toshiba Aquilion 64 CT scanner, firmy TOSHIBA,
Tokyo, Japonsko. Jednd se o 64kandlovda CT s rozliSenim Z-osy do 0,35 mm a 40 mm
axialnim pokrytim.

CT vySetfeni byla provedena behem 5 dnl od piijeti. CTSI skore zédvaznosti akutni
pankreatitidy bylo potvrzeno mnozstvim studii jako ptesnéjSi nez APACHE II skore,
Ransonovo skore a CRP (163).

Statistika

Nameétené hodnoty byly shrnuty do tabulky zaroven s nasledujicimi klinickymi udaji:
veék, pohlavi, hmotnost, vySka, body mass index, etiologie pankreatitidy, umrti, CT vySetieni
— Balthazarovo skore, rozsah nekrézy, CTSI skore. Pacienti byli rozdéleni v zévislosti na

zavaznosti AP do skupin a to dvojim zplisobem s ohledem na CTSI skore:

a) rozdéleni na 2 skupiny lehka AP (0-3 b. CTSI) a tézka AP (4-10 b. CTSI)
b) rozdéleni na 3 kategorie A (0-2 b. CTSI), B (3-4 b. CTSI), C (5-10 b. CTSI)

79



Druhé rozdéleni bylo provedeno kvilli moznosti sledovat podrobnéji trend hodnot
adipokint a zanétlivych markeri v zavislosti na zavaznosti AP.

Data byla statisticky zpracovana (software MEDCale, firma MedCalc Software,
Ostend, Belgie), odlehlé hodnoty byly vylouceny (testovano Grubbsovym dvojstrannym
testem s koef. alfa = 0,05 a testem dle Tukeyho zroku 1977). Data byla testovdana na
normalitu D’Agostino-Pearsonovym testem, pro nenormdlni rozlozeni dat bylo porovnani
skupin provedeno pomoci Kruskal-Wallisova testu.

Po prvotnim zpracovani namétenych dat byly provedeny dvé podrobné subanalyzy:

1) analyza hladin adiponektinu, A-FABP a FGF-21 v Casné fazi AP:
Statistickd analyza byla provedena ve skupiné vSech jedinct s diagnézou AP a dale ve
skupinach rozd&lenych podle BMI (BMI<25,0 kg/m” a BMI>25,0 kg/m?), CTSI skore (CTSI
A, 0-2 body; CTSI B, 3—4 body; CTSI C, 5-10 bodt) a podle klasifikace na lehkou/tézZkou
AP na zéklad¢é CTSI skore (Iehka AP, 0—4 body; t¢zka AP, 5-10 bodi).

Kolmogoroviiv-Smirnovuyv test k otestovani normalniho rozlozeni dat. Rozdily mezi

proménnymi v jednotlivych laboratornich ukazatelich ve skupiné byly analyzovany
Wilcoxonovym parovym testem. Rozdily mezi proménnymi v jednotlivych laboratornich
ukazatelich mezi dvéma skupinami byly analyzovany Mann-Whitneyho U testem. Rozdily v
proménnych mezi tfemi skupinami (rozdélenymi podle CTSI skore) byly analyzovany
Kruskal-Wallisovym testem. Pro statistické zpracovani korelace mez jednotlivymi parametry
jsme pouzili pro seSikmené rozdéleni jednorozmérnou Spearmanovu korela¢ni analyzu.
Vicendsobna regresni analyza byla provedena pro otestovani nezéavislé asociace mezi

zavislymi a nezavislymi proménnymi.

2) analyza predikce zavaznosti AP s pouZitim hladin ADP, A-FABP a FGF-21 4. den
po prijeti
V této analyze byl pouzit Kolmogoroviiv-Smirnoviiv test k otestovani normélniho rozlozeni

dat. Rozdily proménnych mezi podskupinami lehké a t€zké AP byly otestovany Mann-
Whitneyho U testem. Rozdily mezi proménnymi tii skupin rozdélenych podle CTSI skore
byly analyzovany Kruskal-Wallisovym testem. Pro statistick¢ zhodnoceni korelace mezi
jednotlivymi parametry jsme pouzili jednorozmérnou Spearmanovu korela¢ni analyzu pro
proménné se seSikmenym rozloZzenim. Pro otestovani nezdvislé asociace mezi zavislymi a
nezavislymi proménnymi byla provedena vicenasobna regresni analyza. Pro vypocet cut-off
hodnot, pozitivnich prediktivnich hodnot (PPV), negativnich prediktivnich hodnot (NPV),
plochy pod kiivkou (AUC), senzitivity a specificity byla provedena receiver-operator

characteristics (ROC) analyza.
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V obou piipadech byl statistickd analyza provedena programem SPSS pro Windows,
verze 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Hodnoty pravdépodobnosti p<0,05 byly

povazovany za statisticky vyznamné.

4.3.2.1 Studie II - zakladni charakteristiky

V této casti jsou uvedeny zakladni charakteristiky studovaného souboru — rozdéléené
podle jednotlivych kategorii Balthazarova skore, CTSI skore, podle klasifikace AP lehka vs.
tézka (tabulky 8, 9, 10)

V tabulkach 11 a 12 je uvedeno dé€leni podle pficin pankreatitidy jednak podle
kategorii CTSI, jednak podle klasifikace AP lehka vs. tézka.

Tabulka 8. Charakteristika pacientl v jednotlivych kategoriich Balthazarova skére

n Muzi Pramémy Primérné
(%) vék (roky) BMI (kg/m?)
Balthazar A 21 48 64,0 26,7
Balthazar B 21 52 55,2 27,6
Balthazar C 26 50 59,7 27,8
Balthazar D 7 86 45,1 26,9
Balthazar E 9 78 58,7 32,6
Celkem 84 56 58 27,5

N = pocet pacientii v jednotlivych kategoriich; BMI = body mass index

Tabulka 9. Charakteristika pacientl v jednotlivych kategoriich CTSI skore

N Muzi Primérny Primérné
(%) vk (roky) BMI (kg/m?)
CTSIA (0-2b.) 64 50 60,4 27,3
CTSIB (3-4b.) 10 60 45,1 23,9
CTSIC (5-10b.) 10 90 58,2 32,6
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Tabulka 10. Charakteristika pacientii v kategoriich lehka/tézka AP

N Muzi Primérny Primérné
(%) vék (roky) BMI (kg/m?)
lehka AP (0-5b.) 70 53 58,7 25,1
tézka AP (6-10 b.) 14 71 56,1 28,7
Tabulka 11. Etiologie pankreatitidy v jednotlivych kategoriich CTSI skore
Alkohol Biliarni Exacerbace CHP Idiopaticka
(%) (%) (%) (%)
CTSI A (0-2Db.) 7 48 13 22
CTSIB (3-4b.) 60 20 10 10
CTSIC (5-10Db.) 30 50 10 10

CHP = chronicka pankreatitida; jiné priciny nejsou zahrnuty, tudiz suma nemusi byt rovna

100%

Tabulka 12. Etiologie pankreatitidy v kategoriich lehkéa/tézka AP

Alkohol Bilidrni Exacerbace Idiopaticka
(%) (%) CHP (%) (%)
lehk4a AP (0-5b.) 13 46 13 13
tézka AP (6-10b.) 36 43 14 36

CHP = chronicka pankreatitida; jiné priciny nejsou zahrnuty, tudiz suma nemusi byt rovna

100%
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4.3.2.2 Vysledky studie II - jednotlivé markery
Adiponektin - den 1

Na obr. 29, 30, 32, 33, 35, 36, 38, 39, 41, 42, 44, 45 jsou uvedeny krabicové grafy
hodnot vySettenych pacientil pro sledované laboratorni ukazatele v den 1.

Na obr. 31, 34, 37, 40, 43 a 46 jsou uvedeny grafy korelace sledovanych laboratornich
ukazatelti s CTSI skore v den 1.

Den1 ADP

Téda AP

Obr. 29. Hodnoty adiponektinu u pacientt s lehkou a té¢zkou AP — den 1
Legenda: na ose y adiponektin v mg/l, na ose x ,, Tezka AP*“: 1 = tezka AP; 0 = lehka AP;
p=0,266

Den1 ADP

Kat CTSI

Obr. 30. Hodnoty adiponektinu u pacientti ¢lenénych dle kategorii CTSI — den 1
Legenda: na ose y adiponektin v mg/l, na ose x kategorie CTSI: A =0—-2b. CTSI; B=3 -4
b. CTSI; C=5-10b. CTSI; p=0,749
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Obr. 31. Korelace ADP s CTSI—den 1
Legenda: Na ose x ADP v mg/l, na ose y CTSI skore; r=0,118; p=0,286 (n=381)
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A-FABP - den 1
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Obr. 32. Hodnoty A-FABP u pacientt s lehkou a tézkou AP — den 1
Legenda: na ose y A-FABP v ug/l, na ose x ,,Tezka AP*: 0 = lehkd AP; 1 = tezka AP; w znacit
odlehlé hodnoty; p=0,389
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Obr. 33. Hodnoty A-FABP u pacientl ¢lenénych dle kategorii CTSI —den 1
Legenda: na ose y A-FABP v ug/l, na ose x kategorie CTSI: A = 0—-2b. CTSI; B=3—-4b.
CTSI; C=5-10b. CTSI; = znaci odlehlé hodnoty, p=0,416;
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Obr. 34. Korelace A-FABP s CTSI—den 1
Na ose y A-FABP v ug/l; na ose x hodnoty CTSI; r=-0,045; p=0,708 (n=81)
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Obr. 35. Hodnoty FGF-21 u pacientti s lehkou a tézkou AP — den 1
Legenda: na ose y FGF-21 vng/l, na ose x ,, Tézka AP*“: 0 = lehka AP; 1 = tézka AP;
p=0,674
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Obr. 36. Hodnoty FGF-21 u pacientti podle kategorii CTSI — den 1

Legenda: na ose y hodnoty FGF-21 v ng/l, na ose x kategorie CTSI: A =0—-2b. CTSI; B =3
—4b. CTSI; C=5—-10b. CTSI, jednotky: ng/l; m znaci odlehlé hodnoty; p=0,049; post-hoc
analyza: p<0,05 plati pro: Avs. B, Bvs. C
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Obr. 37. Korelace FGF-21 s CTSI
Na ose y FGF-21 v ng/l; na ose x hodnoty CTSI; r=0,071; p=0,541 (n=84)
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Obr. 38. Hodnoty CRP podle zdvaznosti AP — den 1
Legenda: na ose y CRP v mg/l, na ose x ,, Tezka AP*: 0 = lehka AP; 1 = tezka AP; p=0,120
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Obr. 39. Hodnoty CRP podle kategorii CTSI — den 1
Legenda: na ose y CRP v mg/l, na ose x kategorie CTSI: A =0 —2b. CTSI; B =3 -4 b.
CTSI; C=5-10b. CTSI; p=0,04; post-hoc analyza: p<0,05 plati pro: A vs. B
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Obr. 40. Korelace CRP s CTSI skore — den 1
Na ose y CRP v mg/l, na ose x CTSI skore; r=0,341; p=0,002 (n=83)
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Obr. 41. Hodnoty IL-6 podle zavaznosti AP —den 1
Legenda: na ose y IL-6 v ng/l, na ose x ,,Tezka AP*: 0 = lehka AP; 1 = tezka AP; jednotky
ng/l; m znaci odlehlé hodnoty; p=0,639
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Obr. 42. Hodnoty IL-6 podle kategorii CTSI —den 1
Legenda: na ose y IL-6 v ng/l; na ose y kategorie CTSI: A = 0—2b. CTSI; B =3 -4 b.
CTSI; C=5—-10b. CTSI; = znaci odlehlé hodnoty, p=0,083
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Obr. 43. Korelace IL-6 a CTSI skére —den 1

Na ose y IL-6 v ng/l, na ose x CTSI skore; r=0,067; p=0566 (n=76)
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Hodnoty PCT - den 1
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Obr. 44. Hodnoty PCT dle zavaznosti AP — den 1
Legenda: na ose y PCT v ug/l; na ose y ,,Tezka AP*: 0 = lehka AP, 1 = tézka AP, = znacit
odlehlé hodnoty; p=0,161
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Obr. 45. Hodnoty PCT dle kategorii CTSI —den 1
Legenda: na ose y PCT v ug/l; na ose y kategorie CTSI: A = 0 — 2 b. CTSI; B =3 —4 b.
CTSI; C=5—-10b. CTSI; = znaci odlehlé hodnoty, p=0,405
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Obr. 46. Korelace PCT s CTSI skore — den 1
Na ose y PCT v ug/l, na ose x CTSI skore; r=- 0,078, p=0,502 (n=77)
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Adiponektin - den 4
Na obr. 47, 48, 50, 51, 53, 54, 56, 57, 59, 60, 62, 63 jsou uvedeny krabicové grafy
hodnot vySettenych pacientii pro sledované laboratorni ukazatele v den 4.

Na obr. 49, 52, 55, 58, 61 a 64 jsou uvedeny grafy korelace sledovanych laboratornich
ukazatelti s CTSI skore v den 4.

Dend ADP
P
]

Téda AP

Obr. 47. Hodnoty adiponektinu u pacientt s lehkou a tézkou AP — den 4
Na ose y adiponektin v mg/l, na ose x ,, Tezka AP*: 0 = lehka AP, 1 = tezka AP, p=0,742

Dend ADRP

Kat_CTS!

Obr. 48. Hodnoty adiponektinu u pacientti ¢lenénych dle kategorii CTSI — den 4

Legenda: na ose y adiponektin v mg/l, na ose x kategorie CTSI: A =0—-2b. CTSI; B=3 -4
b. CTSI; C=5-10b. CTSI; p=0,895
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Obr. 49. Korelace ADP s CTSI — den 4
Na ose x ADP v mg/l, na ose y CTSI skore; r=0,028; p=0,811 (n=75)

96



Hodnoty A-FABP - den 4
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Obr. 50. Hodnoty A-FABP u pacient s lehkou a tézkou AP — den 4
Na ose y A-FABP v ug/l, na ose x ,,Tezka AP*: 0 = lehka AP, 1 = tezka AP; = znaci odlehlé
hodnoty; p=0,162
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Obr. 51. Hodnoty A-FABP u pacientd ¢lenénych dle kategorii CTSI — den 4
Legenda: A =0—-2b. CTSI; B=3—-4b. CTSI; C=5—10b. CTSI; jednotky: ug/l; m znaci
odlehlé hodnoty,; p=0,178
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Obr. 52. Korelace A-FABP s CTSI—den 4
Na ose y A-FABP v ug/l; na ose x hodnoty CTSI; r=-0,147; p=0,221 (n=71)
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Hodnoty FGF-21 - den 4
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Obr. 53. Hodnoty FGF-21 u pacienti s lehkou a t¢Zkou AP — den 4
Legenda: na ose y FGF-21 v ng/l, na ose x ,, Tezka AP*: 0 = lehka AP; 1 = tezka AP;
w znaci odlehlé hodnoty,; p=0,400
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Obr. 54. Hodnoty FGF-21 u pacienti podle kategorii CTSI — den 4
Legenda: na ose y FGF-21 v ng/l, na ose x kategorie CTSI: A =0 —2b. CTSI; B=3—-4b.
CTSI; C=5-10b. CTSI; = znaci odlehlé hodnoty, p=0,344
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Obr. 55. Korelace FGF-21 s CTSI —den 4
Na ose y FGF-21 v ng/l; na ose x hodnoty CTSI; r=0,177; p=0,139 (n=71)
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Hodnoty CRP - den 4
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Obr. 56. Hodnoty CRP podle zavaznosti AP — den 4
Legenda: na ose y CRP v mg/l, na ose x ,, Tezka AP*: 0 = lehka AP, 1 = tezka AP; p=0,001
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Obr. 57. Hodnoty CRP podle kategorii CTSI — den 4
Legenda: na ose y CRP v mg/l, na ose x kategorie CTSI: A =0 —2b. CTSI; B =3 -4 b.
CTSI; C=5-10b. CTSI; p<0,000; Post-hoc analyza: p<0,05 plati pro: A vs. B, A vs. C
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Obr. 58. Korelace CRP s CTSI —den 4
Na ose y CRP v mg/l, na ose x CTSI skore; r=0,543; p<0,000 (n=74)
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Hodnoty IL-6 - den 4
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Obr. 59. Hodnoty IL-6 podle zavaznosti AP — den 4
Legenda: na ose y IL-6 v ng/l, na ose x “Tezka AP”: 0 = lehka AP, 1 = tezka AP; = znaci
odlehlé hodnoty; p=0,080
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Obr. 60. Hodnoty IL-6 podle kategorii CTSI — den 4
Legenda: na ose y IL-6 v ng/l, na ose x kategorie CTSI: A =0—-2b. CTSI; B=3-4b. CTSI;
C=5-10b. CTSI; =znaciodlehlé hodnoty; p=0,072
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Obr. 61. Korelace IL-6 s CTSI skore — den 4
Na ose y IL-6 v ng/l, na ose x CTSI skore; r=0,241; p=0,043 (n=71)
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Hodnoty PCT - den 4

a0k

35

30

25

20+

Dend PCT

12

10k

= ==

[ 1
Téda AP

0apk

00k

Obr. 62. Hodnoty PCT dle zavaznosti AP — den 4
Legenda: na ose y PCT v ug/l, na ose x “Tezka AP”: 0 = lehka AP, 1 = tezka AP; = znaci
odlehlé hodnoty; p=0,598
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Obr. 63. Hodnoty PCT dle kategorii CTSI — den 4
Legenda: na ose y PCT v ug/l, na ose x kategorie CTSI: A = 0 — 2 b. CTSI; B=3 -4 b.
CTSI; C=5—-10b. CTSI; = znaci odlehlé hodnoty, p=0,473
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Obr. 64. Korelace PCT s CTSI skore — den 4
Na ose y PCT v ug/l, na ose x CTSI skore; r=0,009; p=0,9415 (n=72)

Tabulky

V Tabulce 13. jsou uvedeny rozdily laboratornich chakteristik mezi dvéma skupinami
rozdelenymi podle klasifikace AP lehka/tézka.

Tabulka 14. prezentuje rozdily laboratornich chakteristik mezi skupinami
rozdélenymi podle CTSI skore.

Tabulka 15. uvadi korelace laboratornich ukazateld s CTSI skore 1. den po pfijeti,
Tabulka 16. totéz 4. den po pfijeti.
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Tabulka 13. Rozdily laboratornich chakteristik mezi dvéma skupinami rozdélenymi podle

klasifikace AP lehka/tézka a uvnitf téchto skupin (porovnani dne 1 a 4)

Lehka AP Tézka AP Vyznamnost
p-hodnota
Pocet jedinct 70 14 -
Vek 58,7+ 18,2 56,1 £15,8 -
roky (45,0-73,0) (45,0 — 69,0)
Hmotnost 76,6 £ 14,5 88,6 + 28,6 -
kg (65,0 — 85,0) (75,0 — 98,0)
BMI 26,93 + 5,45 30,40 + 10,54 -
kg/m? (23,20 -30,30) (26,00 — 31,50)
ADP_1 mg/l 8,0+4,8[74] 8,5+3,6[8,3] n.s
(5,2-9,3) (5,7-9,2)
ADP 4 mg/l 8,1 £6,0[6,7] 8,1 +4,0[7,1] n.s.
(5,0-10,0) (4,7-9,6)
A-FABP 1 pg/l 48,2 +£44,0[37,9] 52,3+ 65,1[30,6] n.s
(20,8 — 60,0) (23,1 —40,2)
A-FABP 4 ng/l 40,6 + 38,3 [29,8] *** 41,6 +£ 62,2 [21,8] * n.s.
(16,9 —45,1) (10,8 —47.,4)
FGF-21 1 ng/l 1315,0 + 1384,7 [669,9] 953,7 £1004,9 [619,4] n.s.
(240,0 — 2330,3) (257,0 — 1605,7)
FGF-21 4 ng/l 620,5+911,1 [261,7] 547,8 £509,5 [468,0] n.s.
**% (60,0 —715,7) (158,3 —793,0)
CRP_1 mg/l 86,1 £90,9 [58,5] 126,4 + 113,6 [82,1] n.s.
(10,0 — 136,0) (23,1 —233,6)
CRP_4 mg/l 90,3 £90,1 [51,2] 213,3 +117,2 [209,8] * 0,000
(17,4 - 147.,8) (124,7 — 246,2)
PCT 1 pg/l 2,44 £ 12,42 [0,25] 0,36 £ 0,67 [0,13] n.s.
(0,10 - 0,56) (0,08 — 0,36)
PCT 4 pg/l 1,45 + 6,62 [0,15] ** 0,64 + 1,13 [0,33] n.s.
(0,09 —0,44) (0,10 -0,54)
IL-6 1 ng/l 343,1 + 808,8 [54,4] 410,6 +999,6 [113,5] n.s.
(18,0 —263,0) (24,3 —205,6)
IL-6_4 ng/l 53,3 + 68,5 [25,9] *** 145,0 £ 160,4 [79,5] 0,005
(8,4 —-160,5) (22,7-181,4)
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Data jsou vyjadrena jako prumeér + standardni odchylky, u parametrii se seSikmenym
rozdeélenim také jako mediany [v hranatych zavorkach], Hodnoty 25. a 75. percentilu jsou
uvedeny v kulatych zavorkach. Rozdily v promeénnych mezi skupinamin byly analyzovany
Mann-Whitneyho U testem. Rozdily proménnych ve skupinach byly analyzovany
Wilcoxonovym parovym testem. Vyznamné rozdily mezi A-FABP 1 vs. A-FABP 4, FGF21 1
vs. FGF21 4, PCT 1 vs. PCT 4, IL-6 1 vs. IL-6 4 ve skupinach: *p<0,05 **p<0,01
**%p<0,001.

ADP 1, A-FABP 1, FGF21 1, CRP I, PCT 1, IL-6 I = den prijeti (den 1)

ADP 4, A-FABP 4, FGF21 4, CRP 4, PCT 4, IL-6 4 = 4. den po prijeti (den 4)

Komentéi k Tabulce 13.:

K vyznamnému poklesu mezi dnem 1 a 4 doslo u A-FABP v obou podskupindch
(lehka i tézka AP), u FGF-21 byl vyznamny pokles pfitomen pouze ve skupin¢ lehké AP,
nikoli vSak u pacientt s t¢Zkou AP.

U CRP doslo k vyznamnému vzestupu pouze ve skupiné pacientt s tézkou AP, u PCT
byl pfitomen vyznamny rozdil (pokles mezi dnem 1 a 4) pouze ve skupin€ lehké AP, u
pacientl s t€zkou AP doslo k nevyznamnému vzestupu. Limitem u PCT je velky rozptyl
hodnot zejméné ve skupiné lehké AP. U IL-6 byl ptitomen ve skupiné lehké AP vyznamny
pokles oproti nevyznamnému poklesu ve skupin¢ tézké AP.

Vyznamné rozdily mezi skupinami lehké a tézké AP u téhoz marker v dany den (den
1 ¢14) byly ptitomny pouze u CRP a IL-6 v den 4.
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Tabulka 14. Rozdily laboratornich chakteristik mezi skupinami rozdélenymi podle CTSI

skore
CTST A CTSIB CTSIC Vyznamnost
(02 body) (3-4 body) (5-10 bodit) p-hodnota
Pocet jedinct 64 10 10 -
Vek 60,4 + 18,1 45,1+ 11,6 58,2+ 16,4 -
roky (45,5-74.,5) (37,0 —47,0) (46,0 — 69,0)
Hmotnost 77,0 + 14,7 69,9 £ 14,1 97,3 +27,7 -
kg (65,5 —85,5) (60,0 — 82,0) (82,0 —100,0)
BMI 27,29 £ 5,52 23,85+3,55 32,61 +£11,57 -
kg/m? (24,50 —30,80) (20,6 —25,90) | (20,6 —25,90)
ADP 1 8,1+4,9][7,5] 82+4,6[6,7] | 7,8+2,3[8,3] n.s
mg/1 (5,3-9,4) (4,7-12,5) (5,7-9,2)
ADP 4 8,3+£6,2[6,8] 7,7+4,8[5,8] | 7,3+2,4[7,1] n.s.
mg/1 (5,0-10,1) (4,7-10,6) (5,6 —9,6)
A-FABP 1 49,8 £ 45,4 [38,6] 33,7+ 18,3 58,4+ 76,5 n.s
ng/l (21,8-61,5) [26,0] [31,2]
(20,6 — 50,7) (17,6 — 40,2)
A-FABP 4 42,0 +39,5[30,9] 28,2+ 16,9 45,6 + 73,5 n.s
pg/l (18,0 — 46,1) [22,9] [21,3]
(15,8 -42,4) (9,1 -474)
FGF-21 1 1158,7 £1296,7 22239 + 900,9 + 1110,6 n.s
ng/l [631,4] 1440,7 [2226,3] [572,6]
(195,0 — 1437,8) (673,1 — (341,7 — 868.,4)
FGF-21 4 591,1 £ 896,3 [246,2] | 805,3 +856,0 | 522,1 +580,0 n.s
ng/l (60,0 — 624,0) [693,1] [310,8]
CRP_1 80,2 = 89,4 [50,1] 148,9 £ 114,5 117,2 £ 98,6 n.s
mg/1 (9,7-131,0) [128,5] [82,1]
CRP 4 81,4 + 84,9 [48,7] 171,0 79,2 238,3 +129,2 0,000
mg/1 (12,0 -120,1) [167,1] [230,7]
PCT 1 2,65+ 13,02 [0,25] 0,30 £0,22 0,42 £0,79 n.s
pg/l (0,10 - 0,54) [0,23] [0,12]
PCT 4 1,56 + 6,94 [0,14] 0,31 +0,25 0,82 + 1,31 n.s.
pg/l (0,09 -0,41) [0,22] [0,40]
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Tabulka 14. — pokracovani. Rozdily laboratornich chakteristik mezi dvéma skupinami

rozdélenymi podle CTSI skore

CTST A CTSIB CTSIC Vyznamno
(0-2 body) (3-4 body) (5-10 bodit) st p-
hodnota
IL-6 1 327,5+ 8314 334,6 £475,5 537,7 +1173,7 n.s.
ng/l [42,1] [190,7] (107,3 | [153,4] (29,6
IL-6 4 50,5 £ 66,8 [24,2] | 81,7 +=79,0 [48,4] 170,1 + 180,4 0,006
ng/l (7,7 - 60,3) (16,9 — 113,8) [79,5]

Data jsou vyjadrena jako priumeér + standardni odchylky, u parametrii se sesikmenym

rozdélenim také jako mediany [v hranatych zavorkach], Hodnoty 25. a 75. percentilu jsou

uvedeny v kulatych zdavorkdach. Rozdily v proménnych mezi skupinami byly analyzovany

Kruskal-Wallisovym testem.
ADP 1, A-FABP 1, FGF21 1, CRP 1, PCT 1, IL-6 1 = den prijeti (den 1)
ADP 4, A-FABP 4, FGF21 4, CRP 4, PCT 4, IL-6 4 = 4. den po prijeti (den 4)

Komentat k Tabulce 14.:

Pti rozd¢leni pacientti na 3 skupiny podle kategorii CTSI jsme neprokézali v ramci

kategorie vyznamny pokles u zadného z markerti pfi porovnani dne 1 a 4. Vyznamné rozdily

mezi kategoriemi CTSI byly prokazany pro jednotlivé marker pouze u CRP v den 4 a IL-6

v den 4.
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Tabulka 15. Korelace laboratornich ukazatelti s CTSI skore — 1. den po pfijeti
korela¢ni koeficient p-hodnota
Adiponektin 0,118 n.s.
A-FABP -0,045 n.s
FGF-21 0,071 n.s
CRP 0,341 0,002
PCT -0,078 n.s
IL-6 0,067 n.s

Komentar k Tabulce 15.:

Statisticky vyznamna korelace s CTSI skore byla prokazéana 1. den po pfijeti pouze

pro CRP.

Tabulka 16. Korelace laboratornich ukazateld s CTSI skére — 4. den po pfijeti

korelacni koeficient p-hodnota
Adiponektin 0,028 n.s.
A-FABP -0,147 n.s.
FGF-21 0,177 n.s.
CRP 0,543 0,000
PCT 0,009 n.s.
IL-6 0,241 0,043

Komentaf k Tabulce 16.:

Statisticky vyznamna korelace s CTSI skore byla prokazana 4. den po pfijeti pro CRP

a IL-6.
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4.3.3 Analyza hladin adiponektinu, A-FABP a FGF-21 v ¢asné fazi AP

Zakladni charakteristiky vSech subjekti jsou uvedeny v Tabulce 17. V celé skupiné
jednotlivel s diagnézou AP nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily mezi ADP a CRP ve
srovnani hladin v den 1 a 4. Oproti tomu byl béhem 4 dni hospitalizace zjiStén vyznamny
pokles v koncentracich A-FABP, FGF-21, IL-6 (p<0,000) a PCT (p<0,05).

V Tabulce 19 jsou uvedeny zédkladni charakteristiky podskupin podle Balthazarova
skore, CTSI skoére a klasifikace lehkéa/tézka AP. Je nutno podotknout, Zze podskupiny vysoce-
rizikovych pacientil (napt. Balthazar E, CTSI C a podskupina tézké AP) jsou vétSinou
asociovany s muzskym pohlavim a BMI vys§im nez 30 kg/m2.

Etiologie pankreatitidy podle CTSI skore a klasifikace lehka/tézka AP vSech jedinct
je popsana v Tabulce 20.

Tabulka 21. ukazuje rozdily laboratornich ukazateli mezi dvéma skupinami
rozdélenymi podle BMI. Ve skupiné jedincti s BMI>25 kg/m2 bylo pozorovano vyznamné
zvySeni hladin A-FABP jak v den 1, tak v den 4 (p=0,002 a p=0,005), ve srovnani s pacienty
s BMI<25 kg/m2. Koncentrace CRP a IL-6 byly vys$si pouze v den 4 (p=0,005 a p=0,003).
Podobné jako ve skupiné vSech pacienti byly hladiny A-FABP, FGF-21, IL-6 a PCT (pouze
u jedincti s BMI < 25 kg/m2) vyznamné nizsi v den 4 v porovnani se dnem 1.

Rozdily v laboratornich parametrech mezi dvéma skupinami rozdélenymi podle
klasifikace lehka/tézka AP jsou zhodnoceny v Tabulce 13. Stejné tak byly koncentrace CRP a
IL-6 vyznamng zvySeny pouze v den 4 ve skuping pacientd s tézkou AP ve srovnani s lehkym
pribéhem AP (p=0,000 a p=0,005). Avsak ve vySe zminénych skupinich nebyly zjistény
zadné odchylky v hladinach adipokint. V podskupiné lehké AP byly vysledky podobné t€ém
zjisténym ve skupiné vSech pacientll (napf. A-FABP, FGF-21, IL-6 a PCT poklesly v den 4
po prijeti v porovnani se dnem 1). Oproti tomu pouze hladiny A-FABP poklesly u pacientt s
tézkou AP a CRP bylo vyssi v den 4 po pfijeti.

V Tabulce 14. jsou uvedeny rozdily v laboratornich parametrech mezi 3 skupinami
rozdélenymi podle CTSI skore. Analyza potvrdila vySe zminéné trendy. Jak hladiny CRP, tak
koncentraci ve skupiné CTSI A (CRP_4 median 48,7 mg/l, IL-6 4 medidn 24,2 ng/l),
nasledované podskupinou CTSI B (CRP_4 median 167,1 mg/l, IL-6 4 median 48,4 ng/l) a
podskupinou CTSI C (CRP_4 median 230,7 mg/l, IL-6 4 median 79,5 ng/l) s hladinami
vyznamnosti: p=0,000 pro CRP a p=0,006 pro IL-6. Také byly pozorovany rozdily mezi
hladinami FGF-21 (p=0,049), s nejvyssimi hladinami v podskupiné CTSI B.
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Tabulka 17. Charakteristika studijni populace

Celkovy pocet jedincii 84 (100%)
Zeny 37 (44%)
Muzi 47 (56%)

Vek 58,3+ 17,8

roky (45,0 — 72,5)
Hmotnost 78,6 £17,9

kg (66,0 — 87,3)

BMI 27,52 + 6,64

kg/m? (24,60 — 30,50)

Data jsou uvedena jako primeér + standardni odchylky. Hodnoty 25. a 75. percentilu jsou

uvedeny v kulatych zavorkach.
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Tabulka 18. Porovnani hodnot laboratornich ukazatelti v den 1 a den 4

ADP_1 mg/l 8,1 £4,6[7,5]
(53-9.3)
ADP 4 mg/l 8,1+5,7[6,7]
(5,0 - 10,0)
A-FABP 1 pg/l 48,9 + 47,7 [35,0]
(21,0 - 59.8)
A-FABP 4 ng/l 40,8 + 42,7 [28,7] ***
(15,9 — 46,1)
FGF-21 1 ng/l 1254,8 + 1330,6 [651,4]
(290,8 — 1803,8)
FGF-21 4 ng/l 608,4 + 855,2 [278,7] ***
(60,0 — 751,3)
CRP_1 mg/l 92,8 + 95,5 [59,8]
(12,6 — 147,4)
CRP 4 mg/l 111,8 + 105,2 [84,6]
(25,6 — 186,0)
PCT 1 pg/l 2,08 + 11,3 [0,22]
(0,10 - 0,50)
PCT 4 pg/l 1,31+ 6,03 [0,17] *
(0,09 — 0,49)
IL-6 1 ng/l 355,0 + 839,0 [24,7]
(18,2 — 263,0)
IL-6_4 ng/l 69,3 + 96,6 [31,1] ***
(10,5 - 80,3)

Data jsou vyjadiena jako prumér + standardni odchylky, u parametrii se seSikmenym
rozdelenim také jako medidany [v hranatych zavorkach]. Hodnoty 25. a 75. percentilu jsou
uvedeny v kulatych zavorkach. Rozdily v proménnych mezi laboratornimi charakteristikami
ve skupiné byly analyzovany Wilcoxonovym parovym testem. Vyznamné rozdily mezi A-
FABP 1vs. A-FABP 4, FGF-21 1 vs. FGF-21 4, PCT 1 vs. PCT 4,IL-6 1 vs. IL-6 4
(uvedeny tucné): *p<0,05 ***p<0,000.

ADP 1, A-FABP 1, FGF-21 1, CRP 1, PCT 1, IL-6 I: den I po prijeti; ADP 4, A-
FABP 4, FGF-21 4, CRP 4, PCT 4, IL-6 4: den 4 po prijeti
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Tabulka 19. Charakteristika pacientii podle Balthazarova skore, CTSI skore a klasifikace AP
lehka/tézka

Balthazarovo skore Pocet jedinct Muzi (%) Vék roky BMI kg/m’
Balthazar A 21 48 64,0 26,7
Balthazar B 21 52 55,2 27,6
Balthazar C 26 50 59,7 27,8
Balthazar D 7 86 45,1 26,9
Balthazar E 9 78 58,7 32,6
CTSI skore

CTSI A (0-2 body) 64 50 60,4 27,3

CTSI B (3—4 body) 10 60 45,1 23,9

CTSI C (5-10 bodu) 10 90 58,2 32,6
Lehka/tézka AP

Lehka AP (0-5 bodi) 70 53 58,7 25,1

Tézka AP (610 bodi) 14 71 56,1 28,7

Hodnoty veku a BMI jsou vyjadrieny jako priumery.
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Tabulka 20. Etiologie pankreatitidy podle CTSI skoére a klasifikace AP (lehka/tézka)

. Exacerbace i i i
Alkohol Biliarni CHP Idiopaticka Jiné
(%) (%) %) (%) (%)
CTSI skore
CTSI A
7 48 13 22 10
(0-2 body)
CTSIB
60 20 10 10 0
(3—4 body)
CTSIC
30 50 10 10 0
(5-10 body)
Lehka/tézka AP
Lehkéa AP
13 46 13 13 15
(0-5 bodu)
Tézka AP
. 36 43 14 7 0
(610 bodn)
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Tabulka 21. Rozdily laboratornich chakteristik mezi skupinami rozdélenymi podle BMI a

uvnitf skupin (rozdily mezi dnem 1 a 4)

BMI<25,0 kg/m’ BMI>25,0 kg/m’ Vyznamnost
p-hodnota
Pocet jedincti 30 54 -
Vek 52,4 +20,0 60,8 + 15,3 -
roky (37,0 - 69,0) (46,5-72,5)
Hmotnost 66,3+ 11,5 86,2+ 17,2 -
kg (58,0 — 74,0) (76,0 — 95,5)
BMI 22,19 £ 2,47 30,59 + 6,35 -
kg/m? (20,60 — 24,60) (26,75 -31,85)
ADP 1 7,7+ 3,4[6,9] 8,4+5,2[7,5] 0,662
mg/l (5,3-9,4) (5,3-9,2)
ADP 4 7,8 +3,7[6,5] 8,2+6,6[6,7] 0,939
mg/1 (5,1-10,2) (4,7-9,8)
A-FABP_1 pg/l 28,8 £ 19,5 [24,3] 57,0 53,2 [39,7] 0,002
(15,4 -39,2) (27,3 - 66,1)
A-FABP 4 pg/l 23,1 + 14,1 [21,4] ** 46,0 + 44,4 [36,8] *** 0,005
(11,3 -30,9) (21,2-52,7)
FGF-21 1 ng/l 1148,7 £1245,5[691,6] | 1216,6 = 1314,9 [631,4] 0,962
(307,7—-1501,4) (257,0 — 1605,7)
FGF-21 4 ng/l 414,8 + 630,9 [128,8] 707,4 +962,2 [341,7] 0,287
*xk (60,0 —428,0) **% (63,0 - 859,7)
CRP 1 63,8 + 65,1 [40,9] 105,4 £ 106,0 [70,9] 0,051
mg/1 (8,1 -104,7) (18,6 — 157,9)
CRP_4 63,9 + 72,4 [40,0] 134,5+112,8[117,8] 0,005
mg/l (16,5 — 88,8) (34,9 —207,2)
PCT 1 0,65 + 1,42 [0,19] 0,89 + 2,50 [0,24] 0,472
ng/l (0,09 -0,45) (0,10-0,47)
PCT 4 0,26 + 0,33 [0,13]* 0,53 £ 0,89 [0,22] 0,052
ng/l (0,09 - 0,23) (0,09 -0,54)
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Tabulka 21. — pokracovani: Rozdily laboratornich chakteristik mezi skupinami rozdélenymi
podle BMI a uvnitt skupin (rozdily mezi dnem 1 a 4)

BMI<25,0 kg/m’ BMI>25,0 kg/m’ Vyznamnost
p-hodnota
IL-6 1 364,7 +£903,4 [32,4] 234,9 + 581,0 [55,5] 0,415
ng/l (18,2 -263,0) (21,2 -205,6)
IL-6 4 39,8 + 69,0 [10,7] *** 81,8 £ 106,0 [38,9] *** 0,003
ng/l (6,6 —48,4) (19,6 — 113,5)

Data jsou vyjadiena jako priumeér + standardni odchylky, u parametrii se sesikmenym
rozdélenim také jako mediany [v hranatych zavorkach]. Hodnoty 25. a 75. percentilu jsou
uvedeny v kulatych zavorkdch. Rozdily v proménnych mezi laboratornimi charakteristikami
ve skupiné byly analyzovany Mann-Whitneyho U testem. Vyznamné rozdily mezi A-FABP 1
vs. A-FABP 4, FGF-21 1 vs. FGF-21 4, PCT 1 vs. PCT 4, IL-6 1 vs. IL-6 4 ve skupinadch:
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.
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4.3.4 Analyza predikce zavaznosti AP s pouzitim hladin ADP, A_FABP a FGF-21
4. den po prijeti

Studie byla provedena s 37 muzi a 47 zenami s pramérnym vékem 58,3 + 17,8 rokd,
hmotnosti 78,6 £ 17,9 kg a BMI 27,52 + 6,64 kg/mz. Podskupina pacientt s tézkou AP
(n=14) méla vyznamné vyss$i primérnou hmotnost (88,6 + 28,6 kg vs. 76,6 + 14,5 kg,
p<0,01) a pram&ré BMI (30,40 + 10,16 kg/m* vs. 26,93 + 5,41 kg/m?, p<0,01) v porovnani
se skupinou lehké AP (n=70).

Laboratorni ukazatelé u vSech jedincti a podskupinach podle zavaznosti AP 4. den po
pfijeti jsou uvedeny v tabulce 22. Ve skupinach tézké AP ve srovnani s lehkou formou
nemoci byl pozorovan 4. den vyznamny vzestup hladin CRP (p<0,000) a IL-6 (p<0,01),
zatimco v plazmatickych hladindch adipokini a PCT nebyly zjiStény zaddné vyznamné
rozdily. Pouze hladiny FGF-21 a PCT jevily trend k vy$§im hodnotam u tézké AP.

Tabulka 22. Laboratorni ukazatelé u vSech jedincti a v podskupinach podle zavaznosti AP 4.

den po piijeti
Vsichni pacienti Lehka AP Tézka AP p hodnoty
(n=84) (n=70) (n=14) vyznamnosti
ADP 4 8,1+5,7 8,1+6,0 8,1+4,0 n.s
mg/1 [6,7] [6,7] [7,1]
A-FABP 4 40,8 £42,7 40,6 + 38,3 41,6 + 62,2 n.s.
png/l [28,7] [29,8] [21,8]
FGF-21 4 608,4 £ 855,2 620,5 +911,1 547,8 £ 509,5 n.s.
ng/l [278,7] [261,7] [468,0]
CRP 4 111,8 £105,2 90,3 + 90,1 213,3+117,2 0,000
mg/l [84,6] [51,2] [209,8]
PCT 4 1,31 £6,03 1,45+ 6,62 0,64+ 1,13 n.s.
g/l [0,17] [0,15] [0,33]
IL-6 4 69,3 +£ 96,6 53,3 + 68,5 145,0 £ 160,4 0,005
ng/l [31,1] [25,9] [79,5]

Data jsou vyjadrena jako primeér + standardni odchylka a jako mediany [v zavorkach],

Rozdily v promennych mezi podskupinami s lehkou AP a tézkou AP byly analyzovany Mann-
Whitneyho U testem, Pravdépodobnost p<0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou
(tucné hodnoty).

ADP 4, A-FABP 4, FGF-21 4, CRP 4, PCT 4, IL-6 4: den 4 po prijeti.
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Vyhodnoceni laboratornich charakteristik mezi tfemi skupinami podle CTSI skore 4.
den hospitalizace potvrdilo vyse uvedené trendy. Na rozdil od adipokinti hodnoty CRP a IL-6
byly vyznamné odlisné mezi tfemi CTSI podskupinami, s nejniz§imi koncentracemi ve
skupiné CTSI A (CRP median 48,7 mg/l, IL-6 median 24,2 ng/l), nasledovanad podskupinou
CTSI B (CRP median 167,1 mg/l, IL-6 median 48,4 ng/l), a podskupinou CTSI C (CRP
median 230,7 mg/l, IL-6 median 79,5 ng/l), s hodnotami vyznamnosti: p=0,000 pro CRP a
p=0,006 pro IL-6.

Jako dalsi krok studie jsme provedli vypocet cut-off hodnot pro CRP a IL-6 v predikci
tézké AP. Adipokiny a prozanétlivé marker byly vyuzity pro receiver-operator characteristics
(ROC) analyzu. Data jsou shrnuta v Tabulce 23. a 24. Vysledna plocha pod kiivkou (AUC)
odhalila, ze pouze CRP (AUC=0,815) a IL-6 (AUC=0,738) byly vhodné, ale nikoli
vynikajici, jako potencialni prediktory zdvaznosti nemoci 4. den po pfijet (viz Obrazky 65-
67). Cut-off hodnoty stanoveny pro oba ukazatele: 100 mg/l pro CRP a 37 ng/l pro IL-6, s
negativnimi prediktivnimi hodnotami 96% a 92% a pozitivnimi prediktivnimi hodnotami
39% a 29%.

Tabulka 23. ROC analyza pro predikci t¢zké AP v den 4 po piijeti

AUC p Senzitivita (%) Specificita (%)
ADP 4 0,521 0,805 - -
A-FABP 4 0,422 0,362 - -
FGF-21 4 0,558 0,494 - -
CRP 4 0,815 0,000 86 67
PCT 4 0,569 0,418 - -
IL-6 4 0,738 0,005 71 61

Pravdepodobnost p<0,05 byla povaZovana za statisticky vyznamnou (tu¢né hodnoty).

Tabulka 24. Cut-off hodnoty, PPV a NPV dle ROC analyzy pro predikci tézké AP v den 4 po
piijeti

Cut-off PPV (%) NPV (%)
ADP 4 - - -
A-FABP 4 - ] ]
FGF-21 4 - - -
CRP 4 100 mg/1 39 96
PCT 4 - - -
IL-6 4 37 ng/l 29 92
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Obr. 65. ROC kiivka pro CRP.

AUC=0,815 (CI=0,716 — 0,914); p=0,000; pro cut-off hodnotu 100 mg/1 €ini senzitivita
71%, specificita 61%, PPV 39%, NPV 96%
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Obr. 66. ROC kftivka pro IL-6.

AUC=0,738 (95% CI = 0,604 — 0,871); p=0,005; pro cut-off hodnotu 37 ng/I ¢ini senzitivita
86%, specificita 67%, PPV 29%, NPV 92%
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Obr. 67. ROC kiivka pro ADP, A-FABP a FGF-21.
Statistické vyhodnoceni ploch pod ktivkou neprokazalo statisticky vyznamny rozdil od

referen¢ni plochy (0,5).

4.3.5 Analyza vzajemné asociace uvedenych markeri - adipokinti a zanétlivych

ukazateld - v priibéhu AP metodami korelac¢ni a regresni analyzy.

V podskupinach lehké/t¢zké AP byly hodnoty A-FABP vyznamné korelovany se
vSemi prozanétlivymi ukazateli a v pfipad¢ jedinci s t€zkou AP také s FGF-21 (4. den po
ptijeti) (Tabulka 25). Pozitivni korelace FGF-21 se vSemi vySetfovanymi ukazateli byla
nalezena u té¢zké AP, zatimco v podskupiné lehké AP byla zjisténa korelace pouze s CRP.
Abychom ovéfili nezavislou asociaci mezi vySetfovanymi ukazateli s A-FABP a FGF-21,
provedli jsme vicerozmérnou regresni analyzu s hladinami adipokinti 4. den po pfijeti jako
zavislymi proménnymi a korelovanymi ukazateli jako nezéavislymi prediktory (Tabulka 26).
A-FABP byl pozitivné asociovan s PCT u podskupin lehké i té¢Zké AP a také hladiny ADP a
CRP predikovaly koncentrace A-FABP u pacientli z podskupiny lehké AP. Oproti tomu FGF

-21 byl pozitivné asociovan s ADP a negativné s CRP, zejména v podskupiné t€zké AP.
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Tabulka 25. Korela¢ni analyza laboratornich charakteristik s A-FABP a FGF-21 ve

skupinéch pacientii v den 4

Vsichni pacienti Lehka AP Teézka AP
(n=84) (n=170) (n=14)
A-FABP FGF-21 A-FABP | FGF-21 A-FABP FGF-21

Den 4 Den 4 Den 4 Den 4 Den 4 Den 4
ADP 4 0,110 0,135 0,123 0,105 0,084 0,557
A-FABP 4 - 0,281 - 0,228 - 0,736

FGF-21 4 0,281 - 0,228 - 0,736 -
CRP 4 0,383 0,234 0,281 0,253 0,781 0,558
PCT 4 0,474 0,064 0,532 0,049 0,944 0,791
IL-6 4 0,469 0,217 0,346 0,192 0,736 0,700

V tabulce jsou uvedeny hodnoty korelacnich koeficientii

Pravdépodobnost p<0,05 byla povazovaina za statisticky vyznamnou (tu¢né hodnoty).

Tabulka 26. Vicerozmérna regresni analyza laboratornich charakteristik A-FABP a FGF-21

jako za&vislymi proménnymi ve skupinach v den 4

VSichni pacienti Lehka AP Tézka AP
(n=284) (n="170) (n=14)
A-FABP FGF-21 A-FABP FGF-21 A-FABP | FGF-21
Den 4 Den 4 Den 4 Den 4 Den 4 Den 4
ADP 1,318 26,459 1,814 23,101 -2,523 60,561
Den 4 0,012 0,035 0,001 0,123 0,330 0,001
A-FABP - 5,324 - 5,352 - 2,798
Den 4 0,049 0,113 0,353
FGF-21 0,010 - 0,008 - 0,034 -
Den 4 0,049 0,113 0,353
CRP 0,106 1,930 0,142 2,789 0,100 -1,843
Den 4 0,043 0,121 0,059 0,086 0,228 0,039
PCT 2,788 -12,536 2,772 15,210 38,484 171,747
Den 4 0,000 0,486 0,000 0,450 0,026 0,323
IL-6 0,081 -0,562 -0,008 -0,516 -0,069 1,471
Den 4 0,215 0,717 0,927 0,827 0,476 0,066

V jednotlivych kolonkach jsou uvedeny nahore hodnoty parcialniho regresniho koeficientu b,
dole hodnoty vyznamnosti p. Pravdépodobnost p<0,05 byla povazZovana za statisticky

vyznamnou (tucné hodnoty).
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5. DISKUZE

5.1 DISKUZE - STUDIE I: IL-6 u AP

Odlisenti sterilni a infikované nekrdézy je zasadni otazkou pii péci o pacienty s tézkou
nekrotizujici pankreatitidou, nebot” infekce pankreatické nekr6zy zhorSuje progndzu pacientt
s téZkou akutni pankreatitidou a ztrojndsobuje mortalitu z 0 — 10% na >30%. Profylaktické
pouziti antibiotik se obecné¢ nedoporucuje z divodu rizika vzniku pseudomembranozni
kolitidy, mykotickych infekci a selekce multirezistentnich kmenti baktérii. Proto je zadouci
diagnostikovat infekci pankreatické nekrézy co nejdiive, aby mohla byt zahédjena adekvatni
antibiotickd 1écba. Klasickd a definitivni diagnéza infikované nekrézy provedenim
tenkojehlové biopsie a mikrobiologickou kultivaci odebraného materiadlu se vzdy opozduje
minimélné o 3 — 4 dny od jejiho vzniku. Proto existuje snaha tuto diagnostiku provést
neinvazivné€, za pomoci biomarkeru stanoveného z krve pacienta.

Uvedené vysledky svédci pro dobrou diagnostickou efektivitu IL-6 jako markeru
diskriminace infikované a sterilni nekrozy pfti akutni pankreatitidé. Cut-off 100 ng/l resp. 150
ng/l lze pouzit od 5. dne hospitalizace. Senzitivita cut-off 150 ng/l (vztazena k aktudlné
nepiitomné IN) Cinila 87% pfi specificité 100%, pro cut-off 100 ng/l Cinila senzitivita 100%
pii specificité 92%. AUC pro hodnoty IL-6 5. a 6. den hospitalizace vs. infikovana nekroza
¢inilo 0,746.

Obdobné vysledky byly publikovany pro kombinaci PCT a IL-6. Kombinace PCT<2
pg/l a IL-6<400 ng/l v prvnich 3 dnech hospitalizace identifikovala pacienty bez rizika
rozvoje infikované nekrozy s negativni prediktivni hodnotou 91 %, senzitivitou 75% a
specificitou 84 % (229). Existuje fada publikaci, které zkoumaji diagnostickou efektivitu IL-6
jako prognostického faktoru u akutni pankreatitidy (183, 184). Pro interleukin-6 literatura
uvadi hodnotu cut-off 400 ng/l platnou pro prvni 3 dny hospitalizace (183). V nasi praci vSak
tato hypotéza jednoznacné potvrzena nebyla. Z grafl je patrny trend vyrazného vzestupu
prvni dny po pfijeti s nasledujicim poklesem u pacientli bez IN a naopak vzestupu pii ptijeti,
s kratkym poklesem nasledovanym dal§im vzestupem od 5. dne hospitalizace u pacientl s
infikovanou nekrézou.

PCT je vhodnym prediktorem (cut-off 1,8 png/l) infikované nekrézy a perzistujicich
septickych komplikaci po chirurgickém debridementu (181, 231). PCT je také dle literarnich
udaji vhodny parametr (cut-off 1,2 pg/l) pro diskriminaci sterilni a infikované pankreatické
nekrozy (184,230). Z porovnani naSich a literdrnich Udaji plyne, Ze uloha IL-6 a PCT
v diskriminaci IN a SN je podobna a markery jsou viceméné zastupitelné.

Interleukin-6 v na$i retrospektivni studii prokézal statisticky vyznamnou schopnost
diskriminovat infikovanou a sterilni nekrézu u t€zké akutni pankreatitidy. Pro cut-off IL-6
platny od 5. dne hospitalizace 100 ng/l bylo p<0,005, pro 150 ng/l p<0,01. IL-6 umoziuje
diagnostikovat infikovanou nekrézu s vysokou specificitou, senzitivitou a pozitivni

prediktivni hodnotou 2-5 dni pfed potvrzenim kultiva¢nim mikrobiologickym vySetfenim.
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Senzitivita cut-off 150 ng/l (vztazena k aktudlné neptitomné IN) Cinila 87% pfi specificité
90%, pro cut-off 100 ng/l Cinila senzitivita 100% pii specificité 92%.

Uvedené poznatky jsou chirurgy a intenzivisty v Nemocnici Pisek, a.s. s uspéchem
aplikovany v klinické praxi cca od roku 2011 (232).

Dalsi souvislosti byly uvedeny v teoretické ¢asti (kap. 2.2.7).

5.2 DISKUZE - STUDIE II: Adipokiny pro predikci zavaznosti AP

5.2.1 Diskuze - uvod

Némi zvolené adipokiny byly vybrany z nésledujicich divodu:

Adiponektin patfi mezi nejcastéji stanovované adipokiny, je uréitym pojitkem mezi
metabolickymi poruchami a kardiovaskuldrnimi onemocnénimi. Déale by s ohledem na
souvislost mezi zavaznosti AP a obezitou mohla byt zajimava jeho korelace s BML
a IL-6. Ve vztahu adiponektinu k AP byla publikovéana cela fada rozporuplnych praci.

FGF-21 byl vybran z ditvodu chybéjicich literarnich dat o pribéhu jeho hladin pii AP,
dale kvili n¢kolika recentnim studiim (pfevazné na animalnich modelech) o vyznamu jeho
exprese v pankreatu pii zdnétu a ochrané pankreatické tkan¢ pied fibrotickou pfestavbou.
FGF-21 plsobi jako hormondlni regulator bcéhem hladovéni a ovlivituje lipidovy
metabolismus. Jeho exprese je ovlivilovana drdhami zavislymi na PPAR, které jsou
v pribéhu AP zesileny. Podle studie na mySim modelu (257) FGF-21 pusobi jakozto
ochranny faktor pfed poskozenim v prib¢hu AP a chrani pankreatické buniky proti plisobeni
faktoru Casné riistové odpovédi 1 (prozanétlivy a profibroticky transkripéni faktor). Hladiny
FGF-21 jsou s timto faktorem inverzné korelovany.

A-FABP jsme zvolili kvili jeho roli v propojeni metabolické homeostazy a zanctu
(170). Jak bylo publikovano u kriticky nemocnych, jeho zvySeni zplsobuje inzulinovou
rezistenci a slouzi jako prognosticky marker. A-FABP je propojen s expresi Toll-like
receptord, aktivaci makrofagl a syntézou a uvolnénim prozanétlivych cytokind, zejména IL-6
a TNF-alfa, aktivaci exprese cyklooxygenazy-2 a syntézou eikosanoidd. Tyto procesy vedou
k inzulinové rezistenci a iniciaci a progresi zanétu a sepse. Nenasycené mastné kyseliny a
expresi A-FABP, inhibovat aktivaci makrofdgii a a aktivaci cyklooxygenazy-2 a snizit
produkci prozanétlivych cytokini, coz ve svém disledku vede ke sniZzeni inzulinové
rezistence a zotaveni ze sepse a zdnétu. Méfeni hladin A-FABP (a spolu s nim i dal$ich pro- a
proti-zanétlivych markera) tvofi novy pfistup k predikci prognozy zanétlivych stavii a mozna

povede ke vzniku novych terapeutickych strategii.
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Adiponektin

Hodnoty adiponektinu 1. den a 4. den hospitalizace v nasem souboru se statisticky
vyznamné neliSily pfi srovnani pacientii s lehkou a tézkou pankreatitidou, stejn¢ tak nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi kategoriemi CTSI. Hodnoty adiponektinu pfi piijeti
ani 4. den hospitalizace nekorelovaly stizi pankreatitidy klasifikovanou podle CTSI.
Hodnoty adiponektinu nekorelovaly vyznamné s BMI ani 1., ani 4. den hospitalizace.

Podle studie Sharmy jsou nizké hladiny adiponektinu u AP asociovany s organovym
selhanim. Hodnoty adiponektinu 1. aZ 3. den inverzn& korelovaly s BMI (1r*=-0,49; p=0,002)
a byly signifikantné nizsi u pacienti se SAP (medidn 3,74 ng/l), nez u pacientd s lehkou AP
(median 6,58 pg/l, p=0,02). Hodnoty adiponektinu v prvnich 3 dnech (s hodnotou cut-off 4,5
mg/l) spravné¢ klasifikovaly zavaznost AP u 81% pacientti. Uvedeny cut-off mél senzitivitu
70%, specificitu 85%, pozitivni prediktivni hodnotu 64% a negativni prediktivni hodnotu
88% pi1 AUC=0,75. Podle této prace jsou sérové hladiny adiponektinu vyznamné nizsi u
pacientl s tézkou akutni pankreatitidou nez u pacientti s lehkou AP a mohou byt pouzity jako
inverzni markery systémové zanétlivé odpovédi na poskozeni pankreatu. Tuto hypotézu vsak
nase prace nepotvrdila, nase vysledky jsou zcela odlisné, podrobnéji je tato problematika
rozebrana dale. Podle Sharmy je tfeba dalsich studii, aby se prokéazalo, zda ADP je pouze

Na rozdil od studie Sharmy ve studii Tukiainena hodnoty ADP a leptinu nekorelovaly
se zavaznosti AP, coz jej vedlo k doménce, Ze adipokiny neovliviiuji prabéh AP (194).

Podle studie Schifflera (233) rezistin a v menSim rozsahu leptin, nikoli vSak
adiponektin (ve shodé¢ smnasimi vysledky), jsou novymi potencialnimi markery
extrapankreatické nekrozy a zadvaznosti akutni pankreatitidy a mély by tudiz byt zkoumany
na vétSich kohortach pacient.

Jind studie dospéla k zavéru, Ze u pacientl po adjustaci na vek, pohlavi, BMI a
etiologii pankreatitidy, nekoreluji hodnoty adiponektinu a leptinu pfi pfijeti s tizi nemoci, coz
vede k domnénce, Ze adipokiny neovliviiuji pribéh AP (194).

Podle pilotni studie Schéfflera ¢inily hodnoty ADP u pacientl s lehkou AP 13,5+0,6
mg/l (primér+SD), u pacientli s nekrotizujici pankreatitidou leh¢iho stupné (skore
pankreatické nekrozy 1-2) 12,7+1,0 pg/l a u pacientl s nekrotizujici pankreatitidou téZSiho
stupné (skore pankreatické nekrozy 3-4) 11,1+£0,9 pg/l. Signifikantné vyznamny rozdil byl
nalezen pouze pii porovnani lehké AP a tézké AP se skore 3-4 (p=0,033). I v této praci je
patrny trend k inverzni korelaci hodnot ADP se zavaznosti AP (195).

Stejné jako jsme nenalezli korelaci vstupnich hodnot adiponektinu a zdvaznosti akutni
pankreatitidy, bylo v literatufe opakované publikovano, Ze ani v dalSim pribehu hospitalizace

hodnoty adiponektinu nekoreluji se zdvaznosti AP (194, 233), coz potvrzuji naSe vysledky.
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A-FABP

Hodnoty A-FABP 7zjistené 1. den hospitalizace v naSem souboru se statisticky
vyznamné neliSily pfi srovnani pacientii s lehkou a tézkou pankreatitidou, stejn¢ tak nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi kategoriemi CTSI. Hodnoty A-FABP pfi pfijeti
nekorelovaly stizi pankreatitidy klasifikované podle CTSI stejné jako tomu bylo u
adiponektinu a FGF-21. Nalezli jsme vSak statisticky vyznamnou korelaci mezi hodnotami
A-FABP a BMI a to u celého souboru pacienti (p<0,0001), u pacienti s lehkou AP
(p<0,0001) a u pacientii katgorie CTSI A (p<0,0001) a C (p=0,0342).

Podobné statisticky vyznamna data byla nalezena pro korelaci A-FABP a BMI 4. den
hospitalizace: cely soubor (p=0,0005), pro pacienty s lehkou AP (p=0,0005), pro tézkou AP
(p=0,0003), pro CTSI kategorie A (p=0,0017), CTSI kategorie C (p<0,0001). Korelace A-
FABP se zavaznosti AP vyjadienou jako CTSI jevila reverzni zavislost (r=-0,147), ktera vSak
nedosahla statistické vyznamnosti (p=0,2213).

Hodnoty A-FABP 4. den hospitalizace nedokdzaly statisticky vyznamné rozlisit
pacienty s lehkou a tézkou pankreatitidou ani jednotlivé kategorie CTSI.

V literatufe experimentalni data o korelaci hladin A-FABP a zavaznosti akutni

pankreatitidy pfi pfijeti i v dal§im prubehu hospitalizace chybéji.

FGF-21

Hodnoty FGF-21 zjisténé 1. den hospitalizace v naSem souboru se statisticky
vyznamné neliSily pfi srovnani pacientll s lehkou a tézkou pankreatitidou. Vyznamny rozdil
(p<0,05) byl vsak nalezen pro kategorie CTSI A vs. B a B vs. C.

Korelace hodnot FGF-21 pfi pfijeti s BMI nebyla statisticky vyznamna. V literatufe
experimentalni data o korelaci vstupnich hladin FGF-21 a zavaznosti akutni pankreatitidy
chybéji.

Hodnoty FGF-21 4. den hospitalizace se statisticky vyznamné neliSily mezi pacienty
s lehkou a tézkou AP ani mezi jednotlivymi kategoriemi CTSI. Statisticky vyznamna
zéavislost byla nalezena pouze pro korelaci FGF-21 a BMI u kategorie pacientt CTSI A
(r=0,354; p=0,0127).

Publikace o FGF-21 ve vztahu k AP jsou krom¢ nasi prace (197) pouze
z experimentalnich studii. V praci Johnsona redukoval FGF-21 zéavaZznost ceruleinem
indukované AP u mysSi. Tato byla porovndvana mezi ,,wild-type* mySmi a mySmi
s nadprodukci FGF-21. Po indukci AP doslo ke zvyseni exprese FGF-21 acindrnimi buitkami
pankreatu. Zavaznost AP inverzné¢ korelovala s expresi FGF-21 (198). Tato prace podporuje
domnénku nové funkce FGF-21 jakoZto bezprostiedni reakce genové podminéné protekce

pankreatickych ostravki proti zanétu.
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Dalsi adipokiny

V praci Schéfflera z roku 2010 predikovaly hodnoty rezistinu pfi pfijeti zdvaznost AP,
hodnoty rezistinu byly vyznamné vysS$i u pacientd s vysSSim podilem pankreatické i
extrapankreatické nekrozy. Podle ROC analyzy predikovaly vstupni hodnoty rezistinu pii
pouziti cut-off 11,9 pg/l rozsah peripankreatické¢ nekrézy s PPV 89% (AUC=0,8; p=0,002;
senzitivita 80%; specificita 70%) (199).

V préaci Lesniowského zamétené na rezistin (200) nebyla nalezena zadna korelace
mezi adipokiny a BMI, slabd korelace byla mezi rezistinem a CRP. Podle této prace mize
rezistin predstavovat casny marker zanétlivé odpoveédi u AP.

Daniel (201) nalezl vyznamnou korelaci mezi CRP a rezistinem (r=0,43; p<0,05) a
domniva se, Ze rezistin mize byt casnym markerem u edematézni AP.

V dalsi praci Schifflera z roku 2011 hodnoty visfatinu pfi pfijeti vyznamné pozitivné
korelovaly se zavaznosti AP (APACHE-II skore a Ransonovo skore) a s klinickymi ukazateli
jako umrti a potfeba intervence. Hodnoty visfatinu pii pfijeti byly vyznamné zvyseny u
pacientll s vy$$im skore pankreatické a extrapankreatické nekrézy. Podle ROC byla PPV
visfatinu pro predikci rozsahu peripankreatické nekrdzy pii pouziti cut-off hodnoty 1,8 g/l
93,3% (AUC=0,89; p<0,001, senzitivita 93,3%, specificita 81,8%). Visfatin podle této prace
jevi potencial jako novy diagnosticky marker u AP (202).

Podle jiz zminéné pilotni studie Schéfflera ¢inily hodnoty leptinu u pacientti s lehkou
AP 5,44+1,0 pg/l, u pacientl s nekrotizujici pankreatitidou lehéiho stupné 19,7+3,1 pg/l au
pacientil s nekrotizujici pankreatitidou t€zsiho stupné 26,24+3,5 ng/l. Signifikantné vyznamny
rozdil byl nalezen pouze pfi porovnani lehké AP a té¢zké AP se skore 3-4 (p<0,0001) (195).

Prace Konturka (203) byla zamétena jednak na leptin u ceruleinem indukované AP u
potkantl, jednak na leptin v pribe¢hu AP u lidi. U potkant se liSily hladiny leptinu kontrolni
skupiny 0,14 (0,03-0,3) pg/l (median; interkvartilové rozpéti) a potkanti s ceruleinem
indukovanou pankreatitidou (CIP) 0,56 (0,2-3,2) ng/l. CIP byla spojena s upregulaci mRNA
a proteinu pro leptin v pankreatu. Podani exogenniho leptinu vyznamné redukovalo hmotnost
pankreatu, histologické projevy AP, plazmatické hladiny TNF-alfa a expresi mRNA pro
INOS v pankreatické tkani. Stanoveni hladin leptinu ukazalo vyznamné vys$i hodnoty u
pacientll s AP 7,5 (4,3-18,4) ng/l nez u zdravych kontrol 2,1 (1,0-11,8) pg/l. Transkri¢pni
upregulace leptinu v pankreatu ukazuje, ze zaniceny pankreas miize byt zdrojem lokalni
produkce leptinu. Exogenni podéni leptinu potkaniim chrani jejich pankreas proti rozvoji CIP
a jednim z moznych mechanismt uc¢inku leptinu muze byt aktivace drahy oxidu dusnatého. V
praci autori Duarte-Rojo a kol. leptin neprokazal statisticky vyznamnou korelaci se
zéavaznosti AP. Pozitivni korelace byla nalezena pouze mezi BMI a leptinem (r=0,476;
p<0,001). Vysledky svéd¢i proti mozné roli leptinu jakozto prozanétlivého signalu u AP, ani

-----

obezitou a vy$§im vyskytem komplikaci u AP, ani prognostickym markerem (204).
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Karpavicius se ve své piehledné praci zroku 2012 zaméfil na studie zjist'ujici
hodnoty adipokinli u pacienti s AP. Do ni zahrnul 9 humannich a 3 experimentalni studie,
avSak vzhledem ke znac¢né heterogenité¢ v metodologii jednotlivych studii uzavira, ze je

problematické generalizovat jejich zavery (205).

CRP

Hodnoty CRP 1. den hospitalizace se statisticky vyznamné neliSily mezi skupinami
lehké a tézké AP, avSak statisticky vyznamny rozdil byl zjistén mezi kategoriemi CTSI A vs.
B (p=0,04). Zavislost hodnot CRP 1. den a CTSI skoére byla statisticky vyznamna (p=0,0016).

Jesté vyznamnéjsi zavislost byla nalezena pro hodnoty CRP 4. den hospitalizace a
zavaznosti AP: hodnoty skupin lehké a tézké AP se liSily s p=0,0009, statisticky vyznamny
rozdil byl nalezen i mezi kategoriemi CTSI A vs. B a A vs. C (p=0,0002). Z toho Ize
usuzovat, ze jiz od 4. dne hospitalizace zacinaji pietrvavajici zvySené hodnoty CRP
byla statisticky vyznamna (r=0,543; p<0,0001).

Nase vysledky potvrzuji pro CRP data z tady studii a to, ze CRP je levnym markerem,
ktery dokéaze v dalsim prubéhu hospitalizace predikovat zavaznost AP (30,75,180,184,189).

IL-6

Hodnoty IL-6 1. den hospitalizace se vyznamné neliSily mezi pacienty s lehkou a
tézkou AP ani mezi kategoriemi CTSI. Nebyla nalezena statisticky vyznamné korelace
vstupnich hodnot IL-6 a CTSI. Tato data jsou v korelaci s vysledky nasi studie I a to, ze IL-6
v uvodu hospitalizace jevi u pacientli s AP vyrazny vzestup relativné nezavisly na budoucim
priabéhu AP, avsak jsou v rozporu s fadou studii, které ptikladaji IL-6 v itvodu hospitalizace
schopnost predikovat zdvaznost AP (189,190,194,241).

4. den hospitalizace jiz byl u IL-6 zaznamenan urcity, ale jeSté statisticky
nevyznamny, trend k rozliSeni pacientd s lehkou a tézkou AP (p=0,08) a mezi kategoriemi
CTSI (p=0,072). Tento den jiz byla korelace hodnot IL-6 a CTSI skoére statisticky vyznamna
(r=0,241; p=0,043). I tyto vysledky jsou v souhlase s nasi pfedchozi studii (studie 1), kde byla
schopnost diskriminace vaznych komplikaci nalezena od 5. dne hospitalizace.

IL-6 lze s Gspéchem pouZivat jako diskriminac¢ni parametr v diagnostické praxi u
stavi spojenych se zanétem. Jeho dynamika s CasnéjSim vzestup jej favorizuje oproti CRP
napf. u perakutné probihajicich stavii jako jsou nahlé ptihody biisni (perforacni piihody,
difuzni peritonitidy apod.). Nevyhodou je bohuZel vysoka cena (cca desetinasobna oproti
CRP) a omezend moznost statimového stanoveni z divodu regulace zdravotnich pojistoven —

vykon je omezen na imunologické laboratote, které nefunguji v neptetrzitém provozu.
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PCT

Hodnoty PCT nediskriminovaly pacienty s lehkou vs. téZzkou AP ani jednotlivé
kategorie CTSI statisticky vyznamné ani 1. ani 4. den hospitalizace, stejné¢ tak nekorelovaly
se zavaznosti AP vyjadienou pomoci CTSI skére. PCT se jevi v tomto svétle jako relativné

hruby ukazatel, jehoz schopnosti jsou zejména v diskriminaci sterilni a infikované nekrézy
v pozd¢&jsim prabéhu AP (30,113,116,173,186-190,192,234).

5.2.2 Diskuze - STUDIE II: Adipokiny a zanétlivé markery v casné fazi AP

5.2.2.1 Diskuze - zanétlivé markery v ¢asné fdazi AP

CRP bylo navrzeno jako uzitecny prediktor v ¢asné fazi AP (173,194). V souhlasu s
témito recentnimi studiemi bylo CRP vyznamné zvySeno u pacientl s “high-risk status”,
napf. s obezitou, té¢Zkou AP a vy$§im CTSI skore, ale pouze v den 4. Analyza odhalila vyssi
hodnoty CRP v den 4 v porovnéni se dnem 1 pouze v podskuping tézké AP.

Jak IL-6, tak PCT byly navrZeny pro diferencidlni diagndézu pacientli s vysokym
rizikem rozvoje t€zké a/nebo nekrotické formy AP (189,192,193). Podobné jako u CRP, ale
na rozdil od PCT, byly vysoké hladiny IL-6 v den 4 asociovany s jedinci s t€Zkou formou AP.
Vysledky potvrzuji mozné diagnostické pouziti CRP a IL-6 k rozliSeni mezi lehkou a téZkou

formou AP.

5.2.2.2 Adipokiny v ¢asné fazi AP

Na obezitu mize byt pohlizeno jako chronicky prozanétlivy stav mirného stupné a
tukova tkan je vysoce aktivni jak endokrinné, tak jako prozanétlivy a imunitni organ. Protoze
rozsah nekrdzy peripankreatické tukové tkan€ urCuje zavaznost pankreatitidy, mohly by
casné zmény adipocyt-specifickych ukazateli vcetné adipokini slouzit jako prediktor
klinického prabehu (167). Rozsahlé nekrozy visceralni tukové tkan€ zplisobuji masivni
uvolnéni adipokinti, chemokini a cytokinti z adipocyti v pribé¢hu AP. Tento fenomén muze
byt uzitecny pro vysveétleni metabolickych zmén, organové dysfunkce a inzulinové rezistence
béhem AP.

Prezentovand studie neodhalila Zadné rozdily mezi hladinami adiponektinu v
porovnani dne 1 a dne 4 ani ve skupin€ vSech pacientl, stejné tak v podskupinach
rozdélenych podle BMI, zavaznosti AP a CTSI skore. Také byly pozorovany podobné
koncentrace ADP v porovnani vySe zminénych podskupin jak v den 1, tak v den 4 po piijeti.
Vysledky jsou v souhlasu s recentnimi klinickymi studiemi (200,201), kde adiponektin nem¢l
zadny potencidl pro klinické vyuziti ani v predikci zavaznosti AP, ani v predikci rozsahu
peripankreatickych nekroz. PrestoZe adiponektin mé tendenci k niZz§im hodnotdm u pacientti s

tézkou AP a experimentdlni studie podporuje protektivni roli ADP u ceruleinem indukované
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AP na modelu mysi krmenych stravou s vysokym obsahem tuku (242), ptesna role ADP v
priabéhu AP musi byt objasnéna dal$im vyzkumem.

Jak je zminéno vyse, loha A-FABP u AP nebyla dosud popsana. Nicméné¢ A-FABP
muze slouzit jako potencidlni prognosticky marker u kriticky nemocnych pacientii se sepsi
(171). A-FABP jakozto marker asociovany s obezitou mize byt spojen s aktivaci makrofagu
a syntézou a uvolnénim prozanétlivych cytokinti interleukinu-6 a tumor necrosis faktoru alfa,
procesy ovliviiyjicimi iniciaci a progresi zanétu a sepse. Tudiz stanoveni jeho sérovych
hodnot mize napomoci v monitorovani pribéhu a prognézy AP. V nasi studii nebyly
nalezeny zadné rozdily mezi podskupinami vytvofenymi na zaklad¢ zdvaznosti AP a CTSI
skore. V souladu s naSim ocekdvanim méli pacienti s BMI>25 kg/m2 vyznamné vyssi
hladiny A-FABP. Tento fenomén byl potvrzen dal§imi statistickymi analyzami, kde A-FABP
koreloval s BMI v celé skupin¢ a pacienti s lehkou (ale nikoli t€Zkou) AP v den 1 i den 4.
Sledovani prubéhu hodnot A-FABP odhalilo vyznamny pokles jeho hodnot ve vsech
podskupinach mezi dnem 1 a 4, ktery byl podobny poklesu hodnot FGF-21 a IL-6.

Nasledujici vicerozmérnd regresni analyza s A-FABP jako zavisle proménnou
ukazala, ze jeho hodnoty byly asociovany pouze s PCT u pacientt s lehkou i t¢Zzkou AP. Zda
se tedy pravdépodobné, ze A-FABP, jakoZto parameter s prozanétlivym tu¢inkem determinant
hodnot IL-6, nebyl pouzitelny v nasi studii v predikci a monitorovani zavaznosti AP.

Jiz diive byl FGF-21 detekovan v tukové tkédni a svalech. Navic byl FGF-21 oznacen
jako novy hepatokin, adipokin a myokin (243,244). N¢kolik recentnich studii odhalilo
pfitomnost FGF-21 v exokrinnim pankreatu a beta-buiikach ve vyznamné vysSich hladinach
neZ v jatrech, tukové tkani a svalu, av§ak mechanismus jeho exprese a regulace v pankreatu
neni dosud znam. Zd4 se vysoce pravdépodobné, Ze jatra, pankreas a tukova tkan jsou
hlavnimi cily FGF-21. FGF-21 je také pfitomen v pankreatickych acinarnich bunkach a in
vivo je chrani proti poSkozeni béhem AP omezenim tkanového zanétu a fibrozy (172,245).
Prezentovana studie neukézala Zadné vyznamné rozdily mezi hladinami FGF-21 v porovnani
podskupin podle BMI a zavaznosti AP. Pouze pacienti v podskupiné¢ CTSI B méli vyssi
koncentrace FGF-21 v porovnani s podskupinami CTSI A a CTSI B, ale spekulujeme v tomto
koncentraci FGF-21 ve vSech skupindch béhem prvnich ¢tyt dnti po pfijeti, i kdyz ne vzdy
vyznamné. VySe zminénd experimentalni studie Johnsona et al. ukazala, ze exprese FGF-21 z
acinarnich bunék vyrazné stoupla béhem prvnich minut po vyvolani panreatitidy, jejiz
zévaznost inverzn¢ korelovala s expresi FGF-21 (172). FGF-21 pravdépodobné vede k
zeslabeni exprese faktoru ¢asné ristové odpovédi 1 (EGR-1), transkripcniho faktoru, ktery
podporuje expresi prozanétlivych a profibrotickych gent (246). Tato zjiSténi mohou svédcit
pro novou funkci FGF-21 v ochrané¢ pankreatické tkané proti akutnimu poSkozeni pfti
pankreatitidé. Tudiz vyssi hladiny FGF-21 v den 1 mohou odraZet jeho plisobeni v ¢asné fazi

AP, kde FGF-21 slouzi jako bezprostiedni odpovéd’ béhem poskozeni pankreatu, které muaze
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stimulovat reakce, jez omezuji tkanovy zanét a fibrozu. AvSak data z klinickych studii v
recentni literatufe chybéji a tato spekulace musi byt potvrzena dal$im vyzkumem.

Z4dna asociace nebyla pozorovana mezi FGF-21 a A-FABP a IL-6 napii¢ viemi
podskupinami. Tento fenomén muize naznaCovat nezavislé chovani vSech tifi parametri v

prabéhu ¢asné faze AP.
5.2.3. Diskuze - STUDIE II: Adipokiny a zanétlivé markery v den 4

5.2.3.1 Adipokiny v den 4

Jiz dfive jsme vyhodnotili hodnoty ADP, A-FABP and FGF-21 pii pfijeti v porovnani
se 4. dnem u pacientli s AP. Zatimco jsme nepozorovali zadné rozdily u ADP, u hodnot A-
FABP a FGF-21 jsme nalezli vyznamny pokles béhem prvnich &ty dnd. Tudiz byla
prezentovana prace zaméfena na zjisténi potencidlu prediktivnich hodnot zejména A-FABP a
FGF-21 spole¢né s prozanétlivymi ukazateli 4. den po pfijeti, aby bylo mozno rozliSit mezi
lehkou a tézkou formou AP. Podobny piistup byl pouzit v n€kolika studiich, nikoli vSak s A-
FABP a FGF-21.

Studie Sharmy et al. odhalila, Ze sérové hodnoty ADP od 4. do 7. dne byly vyznamné
niZ8i u pacientl s t€Zkou AP neZ u pacientii s lehkou formou AP a mohly by byt pouZity jako
inverzni ukazatel systémové zanétlivé odpovédi na poSkozeni pankreatu (199). Na rozdil od
toho koncentrace adiponektinu a leptinu nekorelovaly s tizi AP pfi pfijeti a béhem prvniho
tydne nemoci v jiné studii (200) a namely Zadny potencial pro rutinni klinické pouziti v
predikci jak zévaznosti AP, tak rozsahu nekr6z v peripankreatické tukové tkani (201).
Podobné prezentovand prace neodhalila Zadny vyznamny rozdil mezi hodnotami ADP ve
srovnani pacientil s lehkou a téZkou AP 4. den po pfijeti. Ale pozorovani experimentalniho
modelu vede k domnénce, Ze ADP hraje protektivni tlohu u ceruleinem indukované AP mysi
krmenych dietou s vysokym obsahem tuku (242) a ptesna role ADP v pritbéu AP by méla byt
ovéefena dal§im vyzkumem (251).

A-FABP je povazovan za klicovy prozanétlivy mediator spojujici obezitu s
kardiovaskularnimi chorobami u c¢lovéka (252). Plazmatické hladiny A-FABP byly
identifikovany jako nezavisly rizikovy faktor cévniho zanétu (253) a pozitivné korelovaly s
nékolika prozanétlivymi ukazateli véetné CRP a IL-6 a inverzné korelovaly s ADP v
experimentalnich studiich (93).

Vztah A-FABP k AP nebyl zkouman ani v animdlnich ani v huménnich studiich.
Nicméné zkoumani prognostické hodnoty A-FABP v priibéhu AP by mohlo byt uZite¢né,
kvtli jeho schopnosti propojeni metabolické homeostdzy se zdnétem. A-FABP muze byt
asociovan s expresi Toll-like receptorti, aktivaci makrofagl, syntézou a uvolnénim
prozanétlivych cytokine (vcetné IL-6), aktivaci exprese cyklooxygendzy-2 a syntézy
eikosanoidl. Tyto faktory mohou zplsobit inzulinovou rezistenci a iniciaci a progresi zanétu

a sepse. Ve studii Huanga et al. byly zvySeny sérové koncentrace A-FABP u kriticky
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nemocnych pacientd a korelovaly s tizi nemoci (171). Krom¢ toho byla nalezena pozitivni
korelace cirkulujiciho A-FABP s TNF-alfa a prokalcitoninem a zadna asociace s BMI. V nasi
studii se hodnoty A-FABP 4. den u jedinct s tézkou AP nelisily vyznamné od téch s lehkou
AP, coz podporuje jejich Spatnou schopnost dikriminovat zavaznost AP. Tento fenomén byl
potvrzen naslednou ROC analyzou, kde se primérné hodnoty A-FABP ukazaly nevhodnymi
pro identifikaci pacientt s tézkou AP. U obou forem nemoci A-FABP pozitivné korelovalo s
PCT a take s IL-6 a CRP, na rozdil od vySe zminénych studii (171). Vicenasobna regresni
analyza laboratornich charakteristik s A-FABP jako zavisle proménnou ukazala pozitivni
asociace s prokalcitoninem v obou podskupinach, navzdory nebakteridlnimu zanétlivému
puvodu AP. Tudiz jsme prokdzali, ze A-FABP byl v nasi studii béhem ¢asné faze AP uzce
spjat s prozanétlivymi faktory, bez ohledu na zavaznost onemocnéni. Pozitivni asociace s
ADP u jedinct s lehkou AP byla piekvapiva a nenalezli jsme zadné relevantni vysvétleni
tohoto fenoménu.

FGF-21 je povazovan za novy hepatokin, adipokin a myokin (243,244). N¢kolik
studii popsalo ptritomnost FGF-21 v exokrinnim pankreatu a beta-bunkach ve vyznamné
vyssich hladinach nez v jatrech, tukové tkani a svalech. Pfesny mechanismus jeho exprese a
regulace v pankreatu vSak dosud neni znam. Byla popsdna pfitomnost FGF-21 v
pankreatickych acinarnich bunkach a také bylo pozorovano jeho protektivni ptisobeni proti
poskozeni béhem AP (245). Zda se pravdépodobné, ze indukce FGF-21 je omezena na
Casnou fazi zadnétu, na rozdil od exprese jinych faktorti rodiny FGF, které jsou produkovany
béhem regenerace pankreatu. Nova zjisténi vedou k domnénce, ze FGF-21 putsobi jako
dalezity regulator v adaptaci na stres a mohou redukovat jeho progresi béhem rozli¢nych
okolnosti nemoci (250). V soucasné dob& nejsou dostupné zaddné informace z humdannich
klinickych studii tykajici se role FGF-21 v pocate¢ni fazi AP. Stejné jako u A-FABP jsme
nenalezli zddné signifikantni rozdily mezi primérnymi plazmatickymi koncentracemi FGF-
21 mezi studijnimi skupinami v den 4. FGF-21 inklinoval k vy$§im hodnotdm u pacientl s
tézkou formou AP. Nicméné pro FGF-21 byla vypoctena AUC = 0.558 a FGF-21 tedy
neprokazal vyznamné vysledky v ROC analyze. V dalSim kroku korela¢ni analyza odhalila
tésnéjsi vazby mezi FGF-21 a vSemi méfenymi parametry u tézké AP, ale vétSina z nich
ztratila vyznamnost pii vicenasobné regresni analyze; FGF-21 byl u pacienta s tézkou AP
negativné€ asociovan s CRP a pozitivné s ADP. Ve studii Garianiho et al. (249) méli pacienti
se sepsi vyznamnou elevaci hladin FGF-21 ve srovnani s pacienty, kteti méli SIRS
neinfekéniho piivodu a zdravymi jedinci. U tii pacientl se sepsi prokdzala sériova méteni
FGF-21 jeho pokles a zaroven zlepSeni klinického stavu. Tento pokles byl setrvaly od
prvniho do piiblizné desatého dne. Autofi spekuluji, Ze FGF-21 by mohl byt markerem
zévaznosti zanétlivé odpovédi s podobnym pribéhem jako proteiny akutni faze. NaSe
vysledky jsou konzistentni s témito pozorovanimi — u pacientl s poklesem FGF-21 byl

pozorovan leh¢i klinicky pribéh. Tudiz by FGF-21 mohl byt markerem pfitomnosti a
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z&vaznosti bunécného poskozeni pritomného v zanétlivych stavech jako je AP, SIRS a sepse.
Avsak ze vSech 84 pacientll v nasi studii u 9ti nedoslo k k zadnym vyznamnym zménédm v
pribéhu 4 dnt a dalSich 10 mélo pfi pfijeti vysSi hodnoty FGF-21 pfi piijeti nezévisle na
zévaznosti AP. Tudiz je k objasnéni pribéhu FGF-21 u AP tieba dalsi vyzkum.

Ve studii Liho et al. (254), byly sérové hladiny FGF-21 u nové diagnostikovanych
pacientli s diabetem mellitem 2. typu pozitivné a nezéavisle asociovany s hladinami CRP.
Podobné¢ byla nalezena pozitivni korelace s CRP ve studii pacientd s chronickym
onemocnénim ledvin (255). Negativni asociace s CRP pravdépodobné odrazi pribéh obou
parametri v prvnich c¢tyfech dnech AP v nasi studii. Zatimco primérné hladiny FGF-21
vyznamné poklesly u tézké AP, byla 4. den nalezena elevace CRP oproti jedinciim s lehkou
formou AP. Tento fenomén muze odrazet pribéh klinickych komplikaci u tézké AP. V
experimentalnim modelu autofi demonstrovali, ze ADP je mediatorem systémovych ucink
FGF-21 na inzulinovou senzitivitu a energeticky metabolismus (256). ADP ma mnoho
funk¢nich a regulacnich podobnosti s FGF-21. Silna pozitivni asociace FGF-21 s ADP pouze

u té¢zké AP pozorovana v nasi studii musi byt objasnéna v dal§im vyzkumu.

5.2.3.2 Prozanétlivé ukazatele v den 4

CRP bylo navrzeno jako uZiteny predictor zdvaznosti v ¢asné fazi AP (194,173). V
prezentované studii bylo CRP 4. den po pfijeti v podskupinach pacienti s t€Zkou AP a
vy$§im CTSI skoére vyznamné zvySeno. Pro cut-off hodnotu CRP 100 mg/l byla zjiSténa
vysoka NPV (96%). Jak je ukazano na Obrazku 82, prubéh kiivky neni idedlni a pozitivni
predikce tize AP je problematicka. TudiZ vybrand hodnota plazatické hladiny CRP mohla
vyloucit t€Zkou formu AP s uspokojivou senzitivitou a specificitou. Podobnd NPV s nizsi
hodnotou AUC byla dosazena ve studii Fisica et al. (194), ale pro hodnotu cut-off CRP 214
mg/l, kterd byla stanovena pro 3. den po pfijeti k diskriminaci pacientd se systémovymi
komplikacemi choroby. CRP bylo testovano jako prediktor zavaznosti AP v prub¢hu prvnich
48 hodin v nedavnych studiich (173,248), s vys$§imi meznimi hodnotami pro predikci
zavaznosti onemocnéni. IL-6 a PCT byly navrzeny pro diferencialni diagnostiku pacientii s
rizikem rozvoje t¢Zké a/nebo nekrotické formy AP (192,241,248). Na rozdil od PCT, byly v
nasi praci zvySené hodnoty IL-6 asociovany s t¢Zkymi formami AP v den 4. Mezni hodnota
IL-6 37 ng/l vyloucila téZzkou AP s NPV 92%, ale PPV byla pouze 29%. Tyto hodnoty jsou
podobné tém z vysSe zminéné studie (194), kde méteni plazmatickych hladin IL-6 byla
provedena v den 1. TudiZ naSe vysledky mohou naznacovat diagnostickou pouZitelnost jak
CRP, tak IL-6 k vylouceni tézké formy AP s vysokou negativni prediktivni hodnotou 4. den
po piijeti.
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5.2.4 Diskuze - omezeni studie

Hlavnim omezenim studie je maly pocet subjektll zejména v podskupiné tézké AP
subgroup, ktery mtze snizit statistickou silu vyznamu pozorovanych vztahti. Nicmén¢ toto
predstavuje Casty problém vzhledem k malému poctu pacienti s tézkou AP obecné. Jsou
potfeba dalsi prospektivni studie s vétSim rozsahem studovaného souboru k uréeni role
zejména FGF-21 a A-FABP v prib¢hu AP.

Dal$im omezenim je vySetfeni uvedenych markerti pouze 1. a 4. den hospitalizace,
tzn. ze chybéji hodnoty ze dne 2 a 3, které¢ by jisté mohly take pfinést fadu zajimavych
poznatkl. Pfi¢inou byly hlavné omezené finan¢ni prostfedky, které jsme méli k dispozici na
nakup souprav ke stanoveni adipokinti. Naklady na jejich pofizeni jsou vzhledem ke stale

spiSe vyzkumnému a nikoli rutinnimu pouziti velmi vysoké.
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6. ZAVERY

1. V nasi préci bylo zjisténo, Ze hladiny interleukinu-6 od 5. dne hospitalizace dokaZou
rozliSit sterilni a infikovanou nekrézu. ROC analyza prokézala hodnotu AUC pro IL-6
v5. den = 0,774, v 7. den = 0,781. Pro cut-off hodnotu IL-6 v diskriminaci sterilni a
infikované nekrozy 100 ng/l platnou od 5. dne hospitalizace bylo p<0,005, senzitivita
87%, specificita 90%, PPV 78%, NPV 77%; pro 150 ng/l bylo p<0,01, senzitivita 100%,
specificita 92%, PPV 100%, NPV 76%. Dle vysledkii naSi prace by mohl IL-6
diagnostikovat infikovanou nekrozu s vysokou senzitivitou, specificitou a pozitivni
prediktivni hodnotou 2-5 dni pfed potvrzenim kultivaénim mikrobiologickym vySetfenim.
CRP na rozdil od IL-6 tuto diskriminac¢ni schopnost (odliSeni sterilni a infikované
nekrdzy) nema, jeho hladiny jsou od 2. dne vyrazné zvyseny, statisticky vyznamny rozdil

u pacientil se sterilni nekrézou vs. infikovanou nekrézou neni ptitomen.

2. V celé skupiné jednotlived s diagnézou AP nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily
mezi ADP a CRP ve srovnani hladin v den 1 a 4. Oproti tomu byl béhem 4 dni
hospitalizace zjiStén vyznamny pokles v koncentracich A-FABP, FGF-21, IL-6
(p<0,000) a PCT (p<0,05). Podobn¢ jako ve skupin¢ vSech pacientli byly hladiny A-
FABP, FGF-21, IL-6 a PCT (pouze u jedincii s BMI < 25 kg/m2) vyznamné niz§i v den 4

v porovnani se dnem 1.

3. Adiponektin, fibroblastovy riistovy faktor 21 ani adipocytirni vazebny protein pro
mastné kyseliny neprokazaly schopnost predikovat zavaZnost akutni pankreatitidy.
Pouze u fibroblastového ristového faktoru byl patrny urcity trend ke schopnosti
diskriminace mezi nékterymi kategoriemi zavaZnosti akutni pankreatitidy. Oproti
zanétlivym markerum tedy adipokiny nelze prozatim pro predikci zavaznosti AP
vyuzit. Nicmén¢ je nutny dals$i vyzkum k posouzeni jejich dynamiky v dal$im prabehu
AP. Zejména pro FGF-21, ktery je exprimovan v metabolicky aktivnich tkanich, tedy i
v pankreatu, existuje malo studii a s ohledem na ur¢€ity trend diskriminace kategorii CTSI
v nasi préci je nutno jej brat v potaz. Podle naSich znalosti je nase studie prvni, kde byly
zjiStovany hodnoty A-FABP a FGF-21 v casné fazi AP. Nenalezli jsme zadné rozdily
mezi skupinami. Nicméné€ vyznamny pokles byl zjistén v podskupindch mezi 1. a 4.
dnem po pfijeti (spolecné, ale nezavisle na poklesu hladin IL-6). FGF-21 byl vyrazné
zvySen v den 1, coz potvrzuje vysledky animélnich studii, kde jeho gen naznacuje
potencialni ulohu v bezprostfedni odpovédi na poSkozeni pankreatu stimulaci redukce
tkanového zanétu a fibrozy. ADP, A-FABP a FGF-21 neposkytly vyznamny vysledek v
ROC analyze naznacujici chaby potencial pro diskriminaci zdvaznosti onemocnéni v den

4. MozZnost predikce zavaznosti AP jsme potvrdili u CRP 1. den hospitalizace pouze
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pro ¢ast pacientli (kategorie CTSI A vs. B). V prezentované studii bylo CRP 4. den
po prijeti v podskupinach pacientii s téZkou AP a vyS$§im CTSI skore vyznamné
zvySeno. Pro cut-off hodnotu CRP 100 mg/l byla zjisténa vysoka NPV (96%),
pozitivni predikce je vSak problematicka. Na rozdil od PCT, byly v nasi praci
zvySené hodnoty IL-6 asociovany s téZkymi formami AP v den 4. Mezni hodnota IL-
6 37 ng/l vyloucila téZkou AP s NPV 92%, ale PPV byla pouze 29 %. Tudiz naSe
vysledky mohou naznacovat diagnostickou pouzitelnost jak CRP, tak IL-6 k vylouceni
tézké formy AP s vysokou negativni prediktivni hodnotou 4. den po pfijeti. Tato studie
pfinesla dal$i evidenci diagnostického vyuziti plazmatickych koncentraci CRP a IL-6 k
vylouceni té¢zké formy AP s vysokou negativni prediktivni hodnotou ve ¢tvrtém dnu po
ptijeti. Vybrand cut-off hodnota pro IL-6 miize byt pouzita i pii pfijeti pro progndézu

zavaznosti a systémovych komplikaci AP.

Pouzitim vicenasobné regresni analyzy jsme demonstrovali tizké propojeni A-FABP
s procalcitoninem béhem casné fize AP bez ohledu na tiZi onemocnéni. Negativni
asociace FGF-21 s CRP pravdépodobné odrazi pribéh téchto parametri v prvnich
¢tyfech dnech tézké AP. Objasnéni v dal§im vyzkumu je nezbytné pro silnou pozitivni
asociaci FGF-21 s ADP. Zadn4 asociace nebyla pozorovana mezi FGF-21 a A-FABP a
IL-6 napti¢ vSemi podskupinami. Tento fenomén muize naznaCovat nezavislé chovani
vsech tfi parametri v prabéhu Casné faze AP. Vicendsobna regresni analyza laboratornich
charakteristik s A-FABP jako zavisle proménnou ukazala pozitivni asociaci s
prokalcitoninem v obou podskupindch, navzdory nebakterialnimu zanétlivému pavodu
AP. Prokazali jsme, Ze A-FABP byl v nasi studii béhem c¢asné faze AP uzce spjat s
prozanétlivymi faktory, bez ohledu na ziavaznost onemocnéni. Pozitivni asociace s
ADP u jedinct s lehkou AP byla piekvapiva a nenalezli jsme zZadné relevantni vysvétleni

tohoto fenoménu.
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