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Souhrn

Cil studie: Cilem studie bylo zjistit hladiny TFF1 u détskych pacient se SIRS nebo septickym stavem, po-
rovnani téchto hladin se zdravou populaci. Druhym cilem bylo srovnani hladin TFF1 v ramci jednotlivych sep-
tickych stavdl, vliv hladin tohoto proteinu na mortalitu.

Typ studie: Prospektivni observacni studie.

Typ pracovisté: Anesteziologicko-resuscitaéni klinika fakultni nemocnice.

Material a metoda: Do studie bylo zafazeno 57 déti ve véku 0-19 let (30 chlapct a 27 divek), hospitalizova-
nych od éervna 2009 do bfezna 2011 s diagn6zou SIRS nebo s predpokladanym ¢i prokazanym septickym
stavem. Stupen zavaznosti stavu byl hodnocen podle PELOD Score. Odbéry krve ke stanoveni hladiny TFF1
byly odebirany po celou dobu, kdy pacient splioval kritéria SIRS nebo septického stavu. Kontrolni skupina
séra ke stanoveni hladiny TFF1 byla odebrana od pacientli podstupujicich elektivni vykony.

Vysledky: Hladina TFF1 u pacientl se SIRS nebo jakymkoliv septickym stavem byla vy$si nez u kontrolni
skupiny v priibéhu 5 dnid. TFF1 cut-off pro prvni den — D1 byl 2,44 ng/ml; AUC 0,668; p = 0,002; pro tieti den
— D3 byl cut-off 1,82 ng/ml; AUC 0,733; p <0,001; pro paty den — D5 cut-off byl 1,33 ng/ml; AUC 0,749; p < 0,001.
Hladiny TFF1 byly u pacientt se septickym Sokem/MODS vyssi oproti ostatnim skupinam (p = 0,038), ale bez
zjevné dynamiky tohoto proteinu v prabéhu péti dna.

Pacienti, ktefi byli hospitalizovani déle nez 10 dni, méli vyznamné vyssi hladiny TFF1; p = 0,032.

Zavér: Prokazali jsme zvySenou expresi proteinu, Trefoil factor 1 béhem septickych stavil u détské popula-
ce.

Klicova slova: sepse — Trefoil factor 1 — déti — gastrointestinalni trakt — mortalita

Abstract

Trefoil factor 1 as an indicator of damage of the intestinal mucosa during sepsis in children

Objective: The aim of this study was to determine the levels of TFF1 in paediatric patients with SIRS or
a septic condition compared with healthy population levels. The second goal was to compare the levels of
TFF1 within the individual septic conditions and the impact of this protein levels on mortality.

Design: Prospective observational study.

Setting: Department of Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, University Hospital.

Materials and methods: The study included 57 children aged 0-19 years (30 boys and 27 girls), hospitalized
from June 2009 to March 2011, with expected or proven SIRS and a septic condition. The degree of severi-
ty was evaluated according to PELOD Score. Blood tests to determine TFF factor levels were taken throug-
hout the period when the patients were meeting the SIRS or sepsis criteria. The control samples were ob-
tained by collecting serum TFF levels from patients undergoing elective surgery.

Results: TFF1 levels in patients with SIRS or any septic condition were higher than in the control group. TFF1
cut-off for the first day was 2.44 ng/ml, AUC 0.668, p = 0.002, for the third day 1.82 ng/ml, AUC 0.733, p < 0.001
and for the fifth day 1.33 ng/ml, AUC 0.749, p < 0.001.

TFF1 levels in patients with septic shock/MODS were higher than in other groups (p =0.038), but without ap-
parent dynamics of this protein within five days.

Patients who were hospitalized for more than 10 days had significantly higher levels of TFF1, p = 0.032.
Conclusion: We demonstrated increased expression of protein Trefoil factor 1 during sepsis in the paedia-
tric population.
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Uvod

Sepse je nejcastéjsi pfic¢inou umrti u déti na celém
svété. Ro¢né umira v dusledku infekce 1,6 milionu no-
vorozencU. Incidence a mortalita je rozdilna v roz-
vojovych a ve vyspélych zemich, kdy 60 % umrti pfi-
pada na rozvojové zemé. Vyznamna je také rozdilna
vékova incidence [1].

V rozvoji a progresi septického stavu hraje vyznam-
nou roli také gastrointestinalni trakt (GIT). Vlivem cent-
ralizace obéhu dochazi k hypoperfuzi splanchnické
oblasti a ischemicko-reperfuznimu poskozeni GIT. Na
dysfunkci GIT a naru$eni bariérové funkce se tedy po-
dili hypoperfuze splanchniku (porucha mikrocirkula-
ce), starvace (niz8i dodavka substratd, zejména gluta-
minu) a oxidacni stres (mitochondrialni dysfunkce).

Fyzikalni naruSeni stfevni bariéry maze hrat dilezi-
tou roli v rozvoji systémové zanétlivé odpovédi orga-
nismu (SIRS), sepse a multiorganového selhani
(MOF). V kritickém stavu pacienta tak dochazi
ke zvySeni stfevni propustnosti a translokaci bakterii
a toxinl ze stfevniho lumen do systémového obéhu.
Tato skuteé¢nost mlize vysvétlit rozvoj sepse u pa-
cientl bez identifikovaného loZiska infekce [2].

Trefoil factor family
Trefoil factor family — rodina protein( se strukturou

podobnou trojlistkd, tvofeny jednou (TFF1 a TFF3) ne-

bo dvéma (TFF2) doménami. Jsou syntetizovany hle-
novymi bunikami a na povrch epitelu vyluGovany

s hlenem. TFF-geny kddujici tyto proteiny jsou sdruze-

né na chromozomu 21g22.3. U Clovéka jsou znamy tfi

tyto protedza-rezistentni peptidy [3, 4]:

e TFF1 — peptid plvodné nalezeny v bunéénych li-
niich karcinomu prsu. Hlavni produkce je v zaludku.
Puvodné je nazyvany PS2, BCEI.

e TFF2 — dfive nazyvany spasmolyticky peptid SP,
hojny v Zaludku, dvanactniku a Brunnerovych zla-
zach.

e TFF3 - dfive nazyvany jako ,intestinal trefoil factor®
— ITF, vyjadfeny v celé oblasti GIT.

Patologicka exprese TFF proteint

TFF peptidy maji kliCovou roli v zachovani integrity
sliznic, mohou integrovat s mucinem a ovliviovat vis-
kozitu hlenu. Jejich anti-apoptické vlastnosti a podpora
migrace epitelidlnich bunék je dulezita pro rychlé ho-
jeni zejména gastrointestinalni a respiracni sliznice.
Tento proces se oznaduje restituce, startuje nékolik
minut po poskozeni epitelu a je definovan migraci bu-
nék k pokryti obnazené oblasti (rychlou opravou pres
bunéénou migraci A) [3, 5].

Zvysena exprese TFF peptidll je pozorovana v GIT
u fady zanétlivych onemocnéni, napf. u Crohnovy cho-
roby, ulcerézni kolitidy, ve Zluéniku pfi akutni chole-
cystitidé, ve slinivce u pacientl s pankreatitidou a dale
u viedové choroby zaludku, pfi hyperplastickych po-
lypech &i u Barretova jicnu [5].

TFF1

Trefoil factor 1 (TFF1), nazyvany také BCEI (,breast
cancer, estrogen-inducible seguence expresses in,
pS2, pNR-2, HPS2, HP1.A, D21S21) je produktem ge-
nu, jenz je lokalizovan na 21g22.3.

Hlavnim zdrojem TFF1 je Zaludek, bunky zaludec-
nich foveol. TFF1 je soucasti Zaludeé¢niho hlenu
a podili se na udrzovani integrity sliznic. Je také sloz-
kou Zalude¢ni Stavy v koncentraci 30—100 ng/ml. Dal-
§i fyziologické misto exprese je spojivka, kde poharko-
vé bunky produkuji tento peptid spoleéné s mucinem
MUCS5AC jako slozku o¢niho hlenu. TFF1 je také do
urcité miry syntetizovan Brunnerovymi zlazkami. Mi-
nimalni mnozstvi TFF1 je zjistitelné ve slinnych zla-
zéach a v dychacim ustroji [5, 6].

PFi ulcerdznich a akutnich stfevnich onemocné-
nich, u Zalude¢nich viedl ¢i krvaceni miize byt TFF1
ektopicky vyjadfen v celém gastrointestinalnim traktu.
Zvysena Ci ektopicka exprese je také prokazana
v oblastech regenerace a v okoli poskozené sliznice
GIT [7].

Cilem této studie bylo zjistit hladiny TFF1
u détskych pacientd se SIRS nebo septickym stavem,
porovnani téchto hladin se zdravou populaci. Druhym
cilem bylo srovnani hladin TFF1 v ramci jednotlivych
septickych stav(, vliv hladin téchto proteint na mor-
talitu.

Soubor pacienti a metoda

Tato prospektivni observaéni studie zahrnuje 57 dé-
ti ve véku 0—19 let (30 chlapcl a 27 divek), hospitali-
zovanych od ¢ervna 2009 do brezna 2011 na Klinice
détské anesteziologie a resuscitace, Fakultni nemoc-
nice Brno. Do této studie byly zafazeny déti se SIRS
a déti s pfedpokladanym ¢i prokazanym septickym
stavem na zakladé kritérii International pediatric se-
psis consensus konference [8], vzdy se souhlasem za-
konného zastupce ditéte. Protokol studie a infor-
movany souhlas byl schvalen Etickou komisi Fakultni
nemocnice Brno.

Stupeni zavaznosti stavu byl kazdy den hodnocen
podle PELOD Score (Pediatric Logistic Organ Dys-
function) [9]. Odbéry krve ke stanoveni hladiny TFF
faktoru byly odebirany po celou dobu, kdy pacient
splfoval kritéria SIRS nebo septického stavu. Vzorky
na mikrobiologii a zanétlivé parametry pacienta byly
odebirany podle klinického stavu. Vzorky krve byly
centrifugovany rychlosti 3500 ota¢ek/min po dobu 10
minut, sérum odpipetovano a zmrazeno na teplotu
-80 °C. Stanoveni hladiny TFF protein( probéhlo vzdy
po naplnéni diagnostického setu (tj. 80 vzorkud) bézné
komercné dostupnymi ELISA sety (BioVendor Labo-
ratorni medicina, a. s., Brno, Czech Repubilic).

Kontrolni skupina séra ke stanoveni hladiny TFF by-
la odebrana od 75 détskych pacientl podstupujicich
elektivni vykony, tedy od pacientl bez infekéniho one-
mocnéni, vzdy pfed zacatkem operace, ASA I.
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Graf 1. Srovnani hladiny TFF1 mezi kontrolni skupinou a pacienty (SIRS, sepse, tézka sepse, septicky Sok nebo MODS)
Vysvétlivky: AUC — Area Under Curve; SE — senzitivita; SP — specifita; PV + prediktivni hodnota pozitivniho testu; PV — prediktivni hod-

nota negativniho testu, TFF1 — trefoil factor 1

Statistické hodnoceni

Popisna charakteristika vstupnich hodnot TFF, de-
mografickych parametr( a charakteristik hospitalizova-
nych pacientl byla sumarizovana pomoci zékladnich
statistickych ukazatel(l popisné statistiky (N, pramér,
smérodatna odchylka, median, minimum, maximum).
Analyza byla provedena na logaritmicky transformova-
nych datech, aby bylo dosazeno pfiblizné normainiho
rozlozeni hodnocenych dat (pfedpoklad analyzy). ROC
analyza byla provedena za u¢elem stanoveni diskrimi-
nacnich charakteristik hodnot proteinu. Uvadény jsou
ROC kfivky spolu s danymi diagnostickymi charakte-
ristikami (senzitivita, specificita, pozitivni a negativni
prediktivni hodnota), dale AUC a optimalni cut-off hod-
nota pfi nejlepsi diagnostické schopnosti proteinu.
Z praktického hlediska maji vysledky vyznam, pokud
se jejich AUC pohybuje nad 0,8. Pfi AUC blizko 0,5
(zadna diskriminaéni schopnost) neni optimalnost zvo-

lenych cut-off hodnot prakticky zadna (diskriminacni
schopnost je velmi slaba) a jakakoliv zvolena cut-off
hodnota zasadné& nezméni diagnostickou hodnotu.
Hodnoty statistické vyznamnosti byly prezentovany for-
mou tabulky. Dynamika (kinetika) hodnot protein(
v pribéhu 5 dni byla modelovana pomoci analyzy roz-
ptylu (ANOVA). Vzajemna korelace hodnot v rdmci pa-
cientl byla feSena pouzitim kovarianéni symetrické
matice (typu compound symetry).

Vysledky

Studie zahrnuje padesat sedm pacientd, jejichz
charakteristika je uvedena v tabulce 1.

Hladina TFF1 u kontrolni skupiny byla porovnana
se skupinou pacientd, kterym byly diagnostikovany
SIRS nebo sepse, tézka sepse, septicky Sok nebo

Tab. 1. Popisnd charakteristika souboru pacientd, data jsou prezentovana jako priimér

N/ &9 Vék (mésice) PELOD score
Prezivsi 51 28/23 66,8 12,71
Neprezivsi 6 2/4 96,8 25,83

Vysvétlivky: PELOD Score (Pediatric Logistic Organ Dysfunction)
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2 é — 1.8RS
3 --- 2. sepsis, severe sepsis
= + 3. septic shock, MODS
3 ANOVA table
2 Effect p-value
e Sepsis syndromes 0.038
[T .
Eooe-g Time 0.921
S
T I I T T
1 2 3 4 5
Day
Day N G. mean Mean+SD Median (min-max)
1. SIRS 1 " 1.24 3.7347.535 1.08 (0.15 - 25.97)
2 1 117 2.30+3.059 0.83(@0.29 -9.87)
3 14 1.52 45348823 1.13(0.29 - 31.29)
4 12 1.74 5.96+11.237 1.16 (0.40 - 35.11)
5 12 1.95 5.64+11.006 1.61 (0.34 - 38.47)
2. sepsis, severe sepsis 1 15 1.03 2.2143.237 0.98 (0.15 - 12.36)
2 13 1.42 2.5843.352 1.09 (0.25 - 12.36)
3 15 1.44 3.23+4.723 1.82 (0.21 - 18.12)
4 14 1.47 2.18+1.893 1.96 (0.17 - 7.41)
5 " 1.26 1.88+1.692 1.46 (0.14 - 6.07)
3. septic shock, MODS 1 25 237 4.8847.542 244 015 -34.41)
2 24 275 5.54+7.868 258 (0.15 - 34.41)
3 25 3.03 5.0947.369 2.78 (0.47 - 33.90)
4 2 3.26 6.0847.753 257 0.37 - 26.76)
5 20 250 4.71+7.804 223 (0.22 - 34.58)

Graf 2. Hladiny TFF1 u SIRS a septickych stavl

Vysvétlivky: SIRS — systémova zanétliva odpovéd organismu, MODS — syndrom mnoho¢etného organového (multiorganového) selha-
ni, TFF1 — trefoil factor 1, ANOVA — analyza rozptylu, G mean — geometricky priimér, SD — smérodatna odchylka

MODS v prabéhu 5 dnu. U téchto pacientl byla hladi-
na TFF1 vy8Si nez u kontrolni skupiny (graf 1). TFF1
cut-off pro prvni den — D1 byl 2,44 ng/ml; AUC 0,668;
p = 0,002; pro tfeti den — D3 byl cut-off 1,82 ng/ml;
AUC 0,733; p < 0,001; pro paty den — D5 cut-off byl
1,33 ng/ml; AUC 0,749; p < 0,001.

Pfi hodnoceni zavislosti hladiny TFF1 a septického
stavu, byli pacienti rozdéleni do tfi skupin — SIRS vs.
sepse a tézka sepse vs. septicky Sok a MODS. Hladi-
ny TFF1 byly u pacient se septickym Sokem/MODS
vy$8i oproti ostatnim skupinam (p = 0,038), ale bez
zjevné vyznamnosti v dynamice tohoto proteinu
v pribéhu péti dnd. Nejvyssi hladiny TFF1 proteinu by-
ly ve skupiné septicky Sok a MODS (v prvnim dnu me-
dian 2,44 ng/ml) v kontrastu s niz&§imi hladinami
u skupiny sepse, tézka sepse (prvni den 0,98 ng/ml)
a s hladinami ve skupiné pacientl se SIRS (prvni den
median 1,08 ng/ml) — graf 2.

Z vysledk( hodnoceni hladiny TFF1 vzhledem ke
stupni zavaznosti stavu, kdy soubor pacientl byl roz-
délen do skupin PELOD < 12 a PELOD > 12) vyplynu-
lo, ze neni statisticky vyznamny rozdil mezi témito dvé-
ma skupinami — graf 3. Analyza kontrolni skupiny ver-
sus PELOD skére >12 ukazala vyznamny statisticky

rozdil; cut-off 1,23 ng/ml; AUC 0,703; p < 0,001 — graf
4. Pfi hodnoceni hladiny TFF k délce hospitalizace vy-
plyva vyznamny statisticky rozdil u pacientd, ktefi by-
li hospitalizovani déle nez 10 dni; p = 0,032 — graf 5.

Dale jsme posuzovali vliv hladiny TFF1 na mortali-
tu u pacientd. Méfeni ukazalo, ze neni statisticky vy-
znamny rozdil v ramci skupin pfezivSi/nepfezivsi
a hladiny TFF1. Prokazali jsme ale statistickou vy-
znamnost pfi hodnoceni dynamiky proteinu v priibéhu
5 dnu; p = 0,036, tzn. ze u pacientd, ktefi zemfeli tak
hladina TFF1 klesa v pribéhu ¢asu vyrazné pomaleji
nez u pacientl prezivsich — graf 6. Analyza kontrolni
skupiny pacientl a skupiny exitus ukazala vyznamny
statisticky rozdil; cut-off 5,46 ng/ml; AUC 0,739; p =
0,003 — graf 7.

Diskuse

Epitel gastrointestinalniho traktu pfedstavuje nej-
vetsi bariéru mezi vnéjSim a vnitfnim prostfedim.
V poslednich letech se v managementu Ié¢by sepse
klade mnohem vétsi vyznam na gastrointestinaini trakt
nez dfive. V klinickych studiich je dysfunkce stfevni
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2 23 1.24 1.86+1.717 1.08 (0.29 - 6.25) 25 278 5.96+7.904 262 (0.15 - 34.41)
3 27 1.28 2.00+1.963 1.25 (0.21 - 9.01) 27 332 6.8649.285 2.78 (.35 - 33.90)
4 24 1.56 2.07+1.632 1.82 (033 -7.41) 23 313 7.82+10.301 256 (0.17 - 35.11)
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Graf 3. Hodnoceni hladiny TFF1 vzhledem k zévaZnosti stavu pomoci Pediatric Logistic Organ Dysfunction

Vysvétlivky: TFF1 — trefoil factor 1, ANOVA — analyza rozptylu, PELOD Score (Pediatric Logistic Organ Dysfunction, AUC — Area Un-
der Curve, SE — senzitivita, SP — specificita; PV + prediktivni hodnota pozitivniho testu, PV — prediktivni hodnota negativniho testu, G
mean — geometricky primé, ROC — Receiver Operating Characteristic, SD — smérodatna odchylka

bariéry a zvySena stfevni permeabilita spojena se zvy-
Senou mortalitou a morbiditou [10]. Faktory, které pfi-
spivaji k rozvoji septickych stav(, jsou zmény ve stiev-
nim ,micro-environmentu®, porucha perfuze a oxyge -
nace streva, ischemicko-reperfuzni poSkozeni, malnu-
trice a jaterni dysfunkce [11].

V nasi praci jsme predpokladali, ze vySsi hladiny
cienta, kdy zvySena exprese TFF1 proteinu souvisi ze-
jména s dysfunkci GIT béhem septického stavu, re-
spektive zvySeni exprese TFF1 proteinu jako reakce
na akutni postizeni, a to nejen v GIT, ale také
v respiranim traktu. Pfi hodnoceni hladiny TFF1
a PELOD SCORE byly zaznamenany primeérné vys-
8i hladiny ve skupiné PELOD 12+, ale statisticky vy-
znamny tento rozdil nebyl. Hodnoceni hladiny TFF1
k mortalité, kdy zvySené hladiny TFF1 by mohly kore-
lovat s horsi prognézou pacienta, nebylo statisticky vy-
znamné. Primérné hladiny TFF1 ve skupiné nepre-
zivSi byly sice vy$Si, ale pfi statistickém hodnoceni se
mohl v této skupiné uplatnit vliv pomérné malého po-
¢tu pacient(. Statisticky vyznamné bylo méfeni hladi-
ny TFF1 vs. délka hospitalizace, kdy zna¢né vyssi hla-

diny TFF1 jsou ve skupiné s délkou hospitalizace vice
nez 10 dni. MlZeme tedy usuzovat, Ze del$i doba hos-
pitalizace (pro kterou ukazuji primérné vyssi hladiny
TFF1) souvisi s hor§im stavem pacienta ¢i komplika-
cemi. V ramci porovnani TFF1 vs. septicky stav, jsou
hladiny TFF1 vyznamné rozdilné pro skupinu pacien-
tl se SIRS a septicky Sok/MODS.

V soucasné dobé nejsou dostupné prace hodnoti-
ci vztah TFF a sepse pro porovnani nasich vysledku.

DalS$im moznym markerem prokazujicim vztah me-
zi hypoperfuzi a poSkozenim bunék stfevniho epitelu
je Intestinal Fatty Acid Binding Protein (I-FABP).
[-FABP je nizkomolekularni (14-15 kDa ) cytosolovy
protein vysoce exprimovany v bufikdch na vrcholcich
stfevnich klk(. Vzestup plasmatickych hladin I-FABP
pfi pfijmu na jednotku intenzivni péce je asociovan
s nepfiznivym outcome u pacientll s abdominalni se-
psi [12].

U déti s meningokokovou sepsi bylo témér
u poloviny déti pfitomno poskozeni stfevnich epitelial-
nich bunék, coz se projevilo vzestupem hladin I-FABP
pfi pfijmu. U déti, které zemfely, zvySeni hladiny
I-FABP pretrvavalo [13].
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Graf 4. Hodnoceni hladiny TFF1 u kontrolni skupiny ke skupiné pacientd s PELOD skére >12
Vysvétlivky: TFF1 — trefoil factor 1, PELOD Score (Pediatric Logistic Organ Dysfunction, AUC — Area Under Curve, SE — senzitivita, SP
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Graf 5. Srovnani délky hospitalizace s hladinou TFF1
Vysvétlivky: TFF1 — trefoil factor 1, SD — smérodatna odchylka, G mean — geometricky primér, ANOVA — analyza rozptylu
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Graf 7. Analyza hladiny TFF1 u kontrolni skupiny pacientl a jeji porovnani se skupinou zemrelych pacientl
Vysvétlivky: TFF1 — trefoil factor 1, AUC — Area Under Curve, SE — senzitivita, SP — specifita, PV + prediktivni hodnota pozitivniho tes-
tu, PV — prediktivni hodnota negativniho testu
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Centralni a univerzalni role tenkého stfeva v rozvoji
sepse a MODS neni sice bezvyhradné pfijimana, ale
vyznamnd Ucast tenkého stfeva s porusenou bariéro-
vou funkei v jejich patogenezi neni zpochybrovana
[14]. V&asna detekce a prevence systémové hypoten-
ze a stfevni hypoperfuze je tedy velmi dulezita, proto-
ze zaludek a stfevo jsou schopny Spatné prokrveni to-
lerovat jen velmi kratkodobé [15].

Zaver

Prokazali jsme zvySenou expresi proteinu Trefoll
factor 1 béhem septickych stavi u détské populace.
Lze jej Casné detekovat v séru a jevi se byt vhodnym
prediktorem zavaznosti stavu v korelaci s délkou hos-
pitalizace a mortalitou.
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