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PUVODNI PRACE

Rozsireny imunologicky profil v prvnich dnech pobytu
a prognéza nemocnych dlouhodobé hospitalizovanych
na JIP
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Souhrn

Cil studie: Stanovit predikéni hodnotu rozsiteného imunologického spektra béhem prvnich dnli pobytu na
JIP pro preziti nemocnych vyzadujicich dlouhodobou intenzivni péci.

Typ studie: Klinicka, prospektivni.

Nazev a sidlo pracovisté: Anesteziologicko-resuscitacni klinika FN u svaté Anny v Brné.

Soubor a metody: U nemocnych, u kterych ranni vizita prvni den hospitalizace (D1) na JIP odhadla pobyt na
JIP delSi nez 3 dny, byl v pravidelnych 5dennich intervalech nabiran imunologicky profil. V této praci popi-
sujeme vyvoj produkce TNF alfa ex vivo z pIné krve po stimulaci LPS (TNF alfa), hladin IL-6, IL-10 a aktivace T
lymfocyttl (CD3+HLA-DR+) béhem prvnich 5 dni hospitalizace. Dale hodnotime vztah imunologickych para-
metrd k mortalité na JIP, povaze pfijmu (chirurgické, interni, trauma, stav po KPR) a pfijmovému APACHE II.
Vysledky: Do studie bylo zafazeno celkem 167 nemocnych (113 muzii a 54 Zen; primérny vék 63 let (roz-
mezi 53-73 let). Sto tficet sedm nemocnych bylo z JIP propusténo (pfezivsi: S — survivors) a 30 na JIP zem-
felo (NS — nonsurvivors). APACHE Il pfi pfijeti bylo 27 (21-33).

V D1 se produkce TNF alfa u prezivSich a zemfelych vyznamné liSila— S > 1000 pg/ml (752; >1000) a NS 870
pg/ml (542; >1000); p < 0,05; podobné jako hladina IL-10 — S 6,2 pg/ml (5; 18) a NS 19 pg/ml (5,4; 63); p =
0,005. U téch, ktefi stale v D5 zlistavali na JIP (n = 125) se vyvoj mezi D1 a D5 v produkci TNF alfa (delta
TNF alfa) mezi pozdéji prezivSimi a zemrelymi neliSil, avSak v D5 jiz rozdily v hladinach nedosahovaly sta-
tistické vyznamnosti (u S se produkce TNF alfa zvysila z hodnoty > 1000 pg/ml (752; >1000) na > 1000 pg/ml
(> 1000; >1000) a u NS z 870 pg/ml (542; >1000) na > 1000 pg/ml (785; > 1000). IL-6 klesalo u pozdéji zem-
felych pomaleji nez u prezivSich a v D5 se obé skupiny v hladinach vyznamné liSily (p = 0,001). U preziv-
Sich poklesla hladina z 74 pg/ml (32; 178) na hodnoty 29,8 pg/ml (14,1; 57,4) a u pozdéji zemrelych z 88
pg/ml (34; 681) na 66,5 pg/ml (43; 109).

Nemocni s produkci TNF alfa v D1 < 1000 pg/ml umirali signifikantné vice (p < 0,05) nez ti, u nichz byl TNF
alfa > 1000 pg/ml. Podobnou predpovéd signalizovala hodnota IL-10 > 9,2 pg/ml v D1 (p = 0,06) i D5 (p =
0,09). Také hladina IL-6 > 75 pg/ml predpovidala umrti na JIP (p = 0,01). Nebyla nalezena zadna klinicky
vyznamna asociace nékterého z imunologickych parametrt s pfijmovym APACHE II.

Zavér: Rozsifeny imunologicky profil — specialné sledovani produkce TNF alfa plnou krvi po stimulaci LPS
a sledovani hladin IL-6 a IL-10 — pFinasi informace o prognéze heterogenni skupiny nemocnych dlouhodo-
bé hospitalizovanych na JIP.

Klicova slova: intenzivni péce — imunoparalyza — TNF alfa — interleukin 10 — interleukin 6 — APACHE Il — pro-
gnéza

Abstract

Extended immunologic profile taken during the first days in the ICU and the prognosis of pati-
ents requiring long-term intensive care

Objective: To establish the predictive value of an extended spectrum of immunologic parameters measu-
red during the initial ICU days on the ICU survival of patients requiring long-term intensive care.

Design: Prospective, clinical study.

Setting: Department Anaesthesia and Intensive Care, St. Anna University Hospital, Brno, Czech Republic.
Material and methods: The immune profile was taken in patients estimated to stay in the ICU > 3 days in 5-
day intervals. In this paper we report on the trends of TNF-alpha production of the whole blood after LPS
stimulation (TNF-alpha), plasma IL-6 and IL-10 concentrations and T-lymphocyte activation (CD3+HLA-
DR+) in the first 5 days of ICU stay. The relationship of the immunologic parameters to ICU mortality, type
of admission (surgical, medical, trauma, CPR) and APACHE Il is also reported.

Results: 167 patients were studied [M/F 113/54; mean age 63 (53; 73) years]. 137 survived their ICU stay (S)
and 30 died (NS). APACHE Il on admission was 27 (21; 33).

On day 1 the production of TNF-alpha differed in the S and NS groups [> 1000 pg/ml (752; > 1000) and 870
pg/ml (542; > 1000) respectively; p < 0.05] as did the IL-10 concentration [6.2 pg/ml (5; 18) and 19 pg/ml (5.4;
63) respectively; p=0.005].
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In the patients remaining in the ICU on day 5 (n=125) the change in TNF-o. between day 1 and day 5 (delta
TNF-o) did not differ between the S and NS groups. There was no significant difference between TNF-alpha
between the S and NS groups on day 5 [in group S TNF-alpha production increased from > 1000 pg/ml
(752; > 1000) to > 1000 pg/ml (> 1000; > 1000) and in group NS from 870 pg/ml (542; >1000) to > 1000 pg/mi
(785; > 1000)]. IL-6 decreased in the NS group more slowly and therefore a significant difference in con-
centrations on day 5 was measured (p = 0.001). In group S a decrease from 74 pg/ml (32; 178) to 29.8 pg/ml
(14.1; 57.4) and in group NS from 88 pg/ml (34; 681) to 66.5 pg/ml (43; 109) was measured.

Patients with TNF-alpha production < 1000 pg/ml on day 1 had significantly greater mortality (p < 0.05) as
did those with IL-10 > 9.2 pg/ml on day 1 (p = 0.06) and day 5 (p = 0.09). IL-6 >75 pg/ml predicted ICU death.
No clinically significant association was found between any immunologic parameter and APACHE Il on ICU
admission.

Conclusion: The extended immune spectrum (TNF-alpha production of the whole blood after LPS stimula-
tion, IL-10 and IL-6 plasma concentrations) has a predictive value in the heterogeneous population of long-
term ICU patients.

Key words: intensive — immunoparalysis — TNF-alpha — interleukin 6 — interleukin 10 — APACHE Il — outco-
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Uvod

Imunitni systém hraje rozhodujici ulohu v patofyzio-
logii kritického stavu, jakymi jsou napf. sepse, isché-
mie/reperfuze, pooperaéni trauma atd. Rizné imuno-
logické parametry byly testovany, zda splfiuji charak-
ter validniho prognostického markeru. Z celé plejady
moznosti je nejvétSi pozornost upfena na funkci
monocytt a neutrofilnich granulocytd, dale na hladi-
ny pro- i protizanétlivych cytokind. Napf. exprese anti-
genll HLA systému Il. tfidy (DR lokus) na monocy-
tech (CD14+HLA-DR+ ), ex vivo produkce TNF alfa
plnou krvi po stimulaci lipolysacharidem (LPS) a hla-
diny interleukinG IL-6, IL-8 a IL-10 jsou spojovany
s morbiditou a mortalitou u rliznych skupin nemoc-
nych vyzadujicich intenzivni péci (tézka sepse, pan-
kreatitida, nemocni po kardiochirurgickych vykonech)
[1-16].

Na souboru 41 nemocnych jsme prokazali, ze
CD14+HLA-DR+ nema vyznam pro predikci mortali-
ty na JIP u heterogenni skupiny nemocnych hospita-
lizovanych na JIP vice nez 3 dny [17]. Ani pfijmové
hodnoty, ani hodnoty stanovené 5. den hospitalizace
se neliSily u prezivSich (S = survivor) a zemrelych
(NS = nonsurvivor). Dale jsme pozorovali, ze chirur-
gi¢ti nemocni maji vyznamné nizsi CD14+HLA-DR+
nez ostatni skupiny nemocnych (interni, traumata, st.
po KPR) [18].

V této praci analyzujeme predikéni silu dalSich
parametrd imunitniho systému pribéhu prvnich 5
dnud hospitalizace na JIP. Specialné jsme se zaméfili
na produkci TNF alfa plnou krvi po stimulaci LPS,
hladiny IL-6, IL-10 a aktivaci T lymfocytld (CD3+HLA-
DR+).

Pacienti a metody

Studie byla odsouhlasena mistni etickou komisi,
souhlas se studii nebyl od nemocnych vyzadovan.
Nemocni, u kterych ranni vizita prvni den hospitaliza-

ce (D1) na JIP (DO = den pfijeti) odhadla pobyt na JIP
del3i nez 3 dny, byli zafazeni do studie.

Mezi vyrazovaci kritéria patfila: chemoterapie
a/nebo radioterapie béhem poslednich 3 mésicu, lécba
kortikosteroidy (s vyjimkou inhalacnich) v poslednich 4
tydnech, hematologickd malignita, autoimunni one-
mocnéni a nemocni, u kterych v D1-D2 nebylo mozno
provest zakladni vySetfeni (patecni pfijmy na JIP).

U sledovanych nemocnych byl v D1 a dale v péti-
dennich intervalech nabiran imunologicky profil. Imu-
nologické vySetfeni nebylo mozné provést o viken-
dech, proto jsme provadéli u sobotnich pfijmi nabé-
ry v D2, a pokud D5 pfipadl na vikend, byly nabéry
provedeny v D4 nebo D6.

Odbér a zpracovani vzorku: heparinizovana krev
(2,7 ml SARDSTED zkumavka) zpracovana nejpoz-
déji do 2 hodin po odbéru. Pomoci fluorescenéné
znacenych monoklonalnich protilatek proti charakte-
ristickym povrchovym antigendm (pritokovy cytome-
tr EPICS XL firmy Beckman Coulter) byla provedena
diferenciace lymfocytarni suspenze do bunécnych
subpopulaci. Bylo stanoveno nasledujici spektrum
povrchovych antigend: CD3, CD4, CD8, CD14, HLA-
-DR, CD3s8.

Automatizovana chemiluminiscenéni immunoas-
say (Immulite, DPC, USA) byla pouzita ke stanoveni
sérové hladiny IL-10 a IL-6 a ke stanoveni produkce
TNF alfa plnou krvi po stimulaci LPS (koncentrace
500 pg/ml) ex vivo.

Nemocni pfijati na nasi JIP jsou sledovani
v Registru intenzivni péce (RIP) — pouzili jsme
APACHE Il (pocitané z prvnich 24 hodin po pfijeti na
JIP) — a déle rozdéleni nemocnych do jednotlivych
podskupin (chirurgicti, interni, trauma, stav po KPR)
podle povahy pfijmu. Data do RIP jsou na JIP zada-
vana dvéma povérenymi sestrami.

Data jsou uvedena jako median (kvartily — Q25,
Q75). Prosta korelace (Spearman R), Pearson(v chi
kvadrat test, Mann(v-Whitneylv U test, Wilcoxondv
test a chi kvadrat test a Kruskaldv-Wallisiv ANOVA
test byly pouzity podle potfeby; p < 0,05 jsem pova-
zovali za signifikantni.
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Vysledky

Od fijna 2004 do srpna 2006 bylo do studie zara-
zeno celkem 167 nemocnych (113 muzi a 54 Zen;
primérny vék 63 let (rozmezi 53—73 let). Sto tficet
sedm nemocnych bylo z JIP propusténo (S) a 30 na
JIP zemfelo (NS). Pfezivsi a zemfeli se lisili v pfijmo-
vém APACHE Il skére — S 21 (26-32) a NS 32
(25-36); p = 0,01.

V D1 CD14+HLA-DR+ se u S a NS neliSilo — S
64 % (45;77) a NS 64 % (48; 83); p = 0,66 — a neby-
la nalezena Zzadna korelace CD14+HLA-DR+
s APACHE |l pfi pfijeti. Z ostatnich imunologickych
parametrl v D1 byla sice nalezena statisticky
vyznamna, avSak velmi volna pozitivni asociace
APACHE Il s hladinou IL-6 (r =0,19; p < 0,02) a IL-10
(r=0,27; p < 0,001) a negativni korelace s produkci
TNF alfa (r = -0,15; p < 0,05).

V D1 se produkce TNF alfa u S a NS vyznamné
liSila — S > 1000 pg/ml (752; > 1000) a NS 870 pg/ml
(542; >1000); p < 0,05 podobné jako hladina IL-10 (k
dispozici jen u 143 nemocnych) — S 6,2 pg/ml (5; 18)
a NS 19 pg/ml (5,4; 63); p = 0,005 — viz grafy 1 a 2.

V D1 se hladina IL-6 u S a NS neliSila — S 74 pg/mli
(32; 178) a NS 88 pg/ml (34; 681), p = 0,25, stejné
jako aktivace T lymfocytld (CD3+HLA-DR+) — S 2 %
(1;3) aNS 2 % (1;4), p=0,63.

CD14+HLA-DR+ v D1 se vyznamné liSilo ve sku-
pinach nemocnych (p < 0,0001) — chirurgic¢ti nemoc-
ni (48 % (35; 62) méli vyznamné nizsi expresi ve
srovnani s nemocnymi po KPR — 70 % (62; 82); p =
0,0002 a s nemocnymi interni povahy — 72 % (50;
83); p = 0,0001.

Chirurgicti nemocni méli také v D1 vySSi IL-6 —
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Graf 1. Porovnani produkce TNF alfa krvi po stimulaci LPS v D1
u prezivsich a zemfelych
Legenda: S — prezivsi, NS — zemfeli
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Graf 2. Porovnani koncentraci interleukinu 10 v D1 u pfezivSich
a zemrelych
Legenda: S — prezivsi; NS — zemfeli

119 pg/ml (50; 518) nez interni nemocni (72 pg/ml
(50; 83); p = 0,08) — graf 3 a trend k niz8i produkci
TNF alfa: 832 (449; > 1000) v porovnani se viemi
ostatnimi skupinami nemocnych — interni > 1000
pg/ml (768; > 1000), p = 0,06 a nemocni po KPR >
1000 pg/ml (805; > 1000), p = 0,06 — graf 4.

V D1 jsme nezjistili zadny rozdil mezi skupinami
nemocnych v hladinach IL-10 (p = 0,50) a expresi DR
lokusu na T lymfocytech (p = 0,43).

V D5 pretrvavaly rozdily v produkci TNF alfa mezi
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Graf 3. Porovnani hladiny interleukinu 6 v D1 mezi nemocnymi
podle povahy pfijmu

Legenda: C — chirurgicky nemocny; T — trauma; | — nemocny
interni povahy; R — nemocny po KPR
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Graf 4. Porovnani produkce TNF alfa plnou krvi po stimulaci LPS
v D1 mezi nemocnymi podle povahy pfijmu

Legenda: C — chirurgicky nemocny; T — trauma; | — nemocny
interni povahy; R — nemocny po KPR
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Graf 5. Porovnani produkce TNF alfa plnou krvi po stimulaci LPS
v D5 mezi nemocnymi podle povahy pfijmu

Legenda: C — chirurgicky nemocny; T — trauma; | — nemocny
interni povahy; R — nemocny po KPR

skupinami (p = 0,03), jednotlivé skupiny nemocnych
se v8ak mezi sebou jiz statisticky neliSily — graf 5.
Ostatni rozdily pfitomné v D1 (IL-6 a CD14+HLA-
DR+) vymizely.

Z puvodnich 167 nemocnych bylo 30 pfelozeno a 12
zemfrelo pfed monitorovanim v D5 — tzn. vySetfeni jsme
provedli u 125 nemocnych (75 % zafazenych pacien-
t0); hladina IL-10 byla dostupna jen u 109 nemocnych.

—o—

U téch, ktefi stale zlstavali na JIP, se vyvoj v pro-
dukci TNF alfa (delta TNF alfa) mezi pozdéji pfezivsi-
mi a zemrelymi neliSil, avSak v D5 jiz rozdily v hladi-
nach nedosahovaly statistické vyznamnosti (u pfeziv-
Sich se produkce TNF alfa zvySila z hodnoty > 1000
pg/ml (752; >1000) na > 1000 pg/ml (> 1000; > 1000)
a u zemfelych z 870 pg/ml (542; >1000) na > 1000
pg/ml (785; > 1000).

IL-6 klesalo u pozd&ji zemfelych pomaleji nez
u prezivSich a v D5 se obé skupiny v hladinach
vyznamné liSily (p = 0,001). U prezivSich poklesla
hladina z 74 pg/ml (32; 178) na hodnoty 29,8 pg/ml
(14,1; 57,4) a u zemfelych z 88 pg/ml (34; 681) na
66,5 pg/ml (43; 109) — graf 6.
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Graf 6. Porovnani koncentraci interleukinu 6 v D5 u u prezivSich
a zemrelych
Legenda: S — prezivsi; NS — zemfeli

Hladina IL-10 mezi D1 a D5 u pfezivSich nevy-
znamné poklesla z 6,2 pg/ml (5; 18) na 5 pg/ml (5;
9,5), stejné jako u zemfelych v D1 19 pg/ml (5,4; 63)
na 6,8 (5; 19) v D5. Rozdil v hladinach IL-10 v D5
mezi pfezivdimi a zemfelymi jiz nebyl statisticky sig-
nifikantni stejné jako u CD3+HLA-DR+.

Prezivsi a zemfeli v 5. den hospitalizace se liSili
pouze ve vyvoji CD14+HLA-DR+. U prezivSich doslo
v D5 k mirnému vzestupu o 3 % (-10; 12) ve srovna-
ni s pozdéji zemrelymi — 5 % (-22; 2); p < 0,016.
Pomoci kontingenénich tabulek jsem stanovovali, zda
nékteré hodnoty imunitnich marker(i predikuji amrti
na JIP. Nemocni s produkci TNF alfa v D1 < 1000
pg/ml umirali signifikantné vice (p < 0,05) nez ti, co
méli produkci > 1000 pg/ml. V D5 byl stale patrny
trend k tomuto rozdilu (p = 0,09). Podobnou pfedpo-
véd signalizovala hodnota IL-10 > 9,2 pg/ml v D1 (p
=0,06) i D5 (p = 0,09). Také hladina IL-6 > 75 pg/ml
predpovidala umrti na JIP (p = 0,01). Analyzou zem-
felych jsme zjistili, Ze u 13 ze 30 zemfelych byla uve-
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dena sepse jako hlavni nebo komplikujici diagnéza.
Zemfeli se sepsi méli vyssi IL-6 a IL-10 v D1 nez
ostatni zemfreli (p < 0,05).

Diskuse

U heterogenni skupiny nemocnych na JIP, u kte-
rych byl pfedpoklad hospitalizace vice nez 3 dny,
jsme prokazali, ze prezivsi maji pfi pfijmu vyssi pro-
dukci TNF alfa a niZsi hladiny IL-10. U nepfezivsich
pretrvava vyssi hladina IL-6 az do 5. dne hospitaliza-
ce. Nemocni chirurgické povahy vykazovali trend
k hor§im imunologickym parametrim nez ostatni
skupiny nemocnych.

Produkce TNF alfa

Ve shodé s jinym autory prokazujeme, ze sledova-
ni rozSifeného imunologického profilu pfinasi dalsi
informace o prognéze nemocnych, které nezachyti
sledovani nejpouzivanéjSiho markeru — exprese HLA-
DR lokusu na monocytech. Napfiklad Ploder ve studii
prokazal, ze nemocni s traumaty komplikovanymi
sepsi, ktefi preziji, maji vyznamné vySSi produkci TNF
alfa, ale v jiném ohledu se imunologicky nelisi [5].

IL-6

Predikéni hodnota pretrvavajicich vysSich hladin
IL-6 je znama. Tento interleukin s pro- i protizanétli-
vou charakteristikou odrazi tizi stavu a byl uzit i v ran-
domizaci klinickych studii jako vyraz tize onemocné-
ni [9, 10, 12, 13, 19-23]. Pro tento test dnes existuje
bed-side test umoziujici rychlou orientaci o stavu
nemocného. V jednotlivych studiich se hladiny IL-6
vyznamné lisi, coz zfejmé souvisi metodikou stano-
veni — napf. u vySe citované studie RAMSES byla
jako cut-off hladina IL-6 pro 1é¢bu monoklondlni pro-
tilatkou zvolena hladina > 1000 pg/ml, coz jsou pod-
statné vyssi hladiny, nez méli nemocni v nasi studii.
Ve studii Plodera se pohyboval median hladin IL-6
fadové ve stovkach (cca 100-500 pg/ml), coz odpo-
vida medianu hladin zemfelych se sepsi v na8i sku-
piné (median > 600 pg/ml) [5].

IL-10

IL-10 je zakladni protizanétlivy interleukin
a vyznam jeho sledovani byl potvrzen v fadé studii
[15, 16, 24]. | v nasi studii meli nepfezivsi vyznamné
vysSi hladiny, pfesto nedosahovaly hodnot pozorova-
nych v jinych studiich — ty v8ak byly pfevazné prove-
deny u septickych nemocnych. Podobné jako ve stu-
dii Taniguchi et al. jsme u nepfezivSich pozorovali
nardst poméru IL-6/IL-10 [11]. Jako slibna se jevi sle-
dovani produkce IL-10 plnou krvi po stimulaci LPS
podobné jako u TNF alfa [25].

CD3+HLA-DR+

V na$8i praci jsem neprokazali zadni vyznam ve
sledovani aktivity T lymfocytll — v nasem pfipadé sta-
novované pomoci exprese HLA-DR lokusu. Tim se
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lisime od nékterych jinych praci [26]. Pravdépodobné
detailngjSi analyzy lymfocytarnich subpopulaci by
poskytly lepSi prognostické informace [27].

V souCasné dobé se objevuji stdle nové a nové
parametry, které mohou mit predikéni schopnost
u rGznych skupin nemocnych. K tém patfi napf. sle-
dovani aktivace neutrofili (CD64, CD11b) [28, 29],
specifickych monocytarnich markerti — sCD163 [30]
a down regulace membranovych receptorll — napf.
pro granulocyte macrophage-colony stimulating fac-
tor (GM-CSF) [31], sledovani nitrobunéénych hladiny
cytokinG [32] a sledovani lymfocytarnich marker(i —
napt. CD25 [27].

V monitorovani se stale objevuje hledani dalSich
a dalSich genovych polymorfismU jednotlivych imunolo-
gickych markert — jejich skute¢ny vyznam je vSak tre-
ba revidovat [33]. Nejvice praci bylo vénovano defino-
vanym skupinam nemocnych — nej¢astéji sepse, kardio-
chirurgie, traumata. Otazkou zistava, zda ,pausaini
imunomonitoring” celé JIP populace nemocnych mé
cenu. Nase vysledky naznacuji, ze sledovani vybra-
nych parametri mize mit smysl a muze pfispét ke
komplexnimu procesu, jakym je stanoveni prognozy
nemocného. Hledani optimalniho spektra parametrd je
trvaly proces tak, jak se rozviji nase poznani patofyzio-
logickych zmén v kritickych stavech. Volkem navrzené
sledovani Ctyr oblasti ,imunomonitoringu” — tzn. imuno-
logické kompetence (napf. CD14;HLA-DR+), zanétu
(napt. IL-6), infekce (napt. PCT nebo CRP) a tkarnové-
ho poskozeni (napf. E-selektin ) ma svoji logiku [34].
AvSak validace takovych schémat je velice obtizna.
| nékteré tuzemské varianty takového ,laboratorniho
skoére” Cekaji na svou validaci v praxi [35].

Zaver

U heterogenni skupiny JIP nemocnych jsme pro-
kazali, ze rozSifeny imunologicky profil — specialné
sledovani produkce TNF alfa plnou krvi po stimulaci
LPS a sledovani hladin IL-6 a IL-10 béhem prvnich 5
dnl — pfinasi informace o prognéze nemocnych. Pre-
ziv8i maji pfi pfijmu na JIP vySSi produkci TNF alfa
a nizsi hladiny IL-10. U neprezivSich pretrvava vyssi
hladina IL-6 az do 5. dne hospitalizace.
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