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Souhrn

Biomarkery jsou charakterizovany jako indikatory normalnich biologickych procesii, patologickych proce-
sl nebo odpovédi na terapii. Sepse je pfikladem multifaktorialniho onemocnéni, charakterizovaného nedo-
statkem in vitro diagnostickych testl (biomarkert).

Nové biomarkery umoziuji lepSi pochopeni patogeneze onemocnéni, lepsi stratifikaci pacienta,
s navaznosti na klinické rozhodovani o diagnoze a Ié¢bé. Nové technologie — genomika a proteomika dnes
nalézaji a umoznuji multiplexovou analyzu téchto biomarkertil. Cilem souéasné diagnostiky je prevedeni
pristupll a technologii experimentalnich do klinické praxe s diirazem na terapeutické konsekvence umoz-
nujici personalizovanou medicinu.
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Abstract

Some aspects of molecular biology in critically ill patients in the context of current laboratory
medicine

Biomarkers are recognized as objective indicators of normal biological processes, pathogenic processes
or pharmacological responses to a therapeutic intervention.

Sepsis is a multifactorial disease distinguished by the paucity of diagnostic tests (biomarkers) available.
New biomarkers allow for a better understanding of the pathogenesis of diseases and better stratification
of patients in connection with improved clinical decision making, diagnosis and treatment. New technolo-
gies — genomics and proteomics — enable multiplex detection and evaluation of biomarkers. The goal of the
diagnostics at present is the implementation of new technologies and molecular approaches into routine
clinical practice with emphasis on therapeutic consequences that could make “personalized medicine*

a real option.
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Souc¢asna medicina je vice nez kdykoli pfedtim de-
terminovana rozvojem technologii. Kardiologie, radio-
diagnostika, neurologie, chirurgie, gastroenterologie
a dal8i jsou typickymi pfedstaviteli z fady profitujicich kli-
nickych oborl. Pravé zde v disledku novych technolo-
gii — s vyuzitim novych zobrazovacich metod, novych
technologickych pfistupl k provedeni diagnostickych
a terapeutickych vykonu — doSlo k vyznamné pozitivni
zméné ve vcasnosti diagnostiky i efektivnosti provade-
né terapie. Do druhé skupiny mGzeme zaradit laborator-
ni medicinu. Termin ,laboratorni medicina“ neni pfili§ zna-
my ani u odborné verejnosti, ale nejlépe vystihuje kom-
plexnost diagnostiky, o kterou se dnes stard klinicka bio-
chemie, klinicka hematologie, klinicka imunologie, klinic-
k& farmakologie, klinicka mikrobiologie a molekularni di-
agnostika. UmysIné zddrazduii klinicka, nebot pravé ten-
to pfivlastek charakterizuje vSechny diléi obory, které jes-
té do nedavné doby vystupovaly samostatné a jejich &in-
nost je vnimana predevSim jako ¢innost laboratorni.
V poslednich desetiletich se ale zménila napln jednot-
livych oborli s jasnym posunem k Iizku nemocného,

s pochopenim nutnosti posouzeni souvislosti mezi labo-
ratornimi vysledky a klinickym stavem pacienta.

Na poli diagnostiky a terapie u kriticky nemocnych je
to zvlast dulezité. Nejen pacienti se sepsi, ale také pa-
cienti kardiologicti, pacienti se systémovymi autoimu-
nitnimi onemocnénimi vyzaduiji urgentni diagnostiku, kte-
ra podstatnym zplsobem zasahuje do vysledku terapie.
Hledame nové biomarkery, které zpfesni a urychli dia-
gnostiku, pfispéji k dalSimu objasnéni patogeneze
chorob. Jaky by mél byt idedlni biomarker? Jeho vysSet-
feni by mélo byt levné, dostupné (technologicko-meto-
dologicky), mél by mit ,jasnou” vypovidaci hodnotu, jeho
vySetfeni musi byt reprodukovatelné. Metodologie sou-
¢asné laboratorni mediciny je velice rliznoroda. Tech-
nické platformy vyuzivaji rizné systémy s vétsi nebo
menSi reprodukovatelnosti, s vétSim nebo mensim ri-
zikem chybnych vysledk(l. Musime si uvédomit, ze bio-
logicka variabilita systému (¢lovéka) je obrovska a pfi
méfeni parametr( v mnozstvi 10-6 az 10-12 je dosaze-
ni reprodukovatelnosti méfeni mnohdy velice slozité.

Jednim z typickych pfikladd komplexnosti diagnos-
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tiky je sepse. Na jedné strané poznani, Ze neexistuje
parametr, ktery by spolehlivé sepsi diagnostikoval, na
druhé strané poznani, Ze potfebujeme lepsi a robustnéjsi
parametry, které by dokazaly pacienty se sepsi strati-
fikovat a podle stupné zavaznosti onemocnéni
i efektivnéjsim zplsobem Iécit [1]. Stanoveni novych dia-
gnostickych markerd ma pochopitelné i terapeutickou
ambici. Uvedme pfiklad Toll-like receptord (TLR). Vro-
zeny systém imunity disponuje rozsahlou skupinou roz-
poznavacich mechanism(i — PPR (Pathogen Pattern Re-
ceptors), mezi které patfi i TLR. Tyto receptory jsou
schopny rozpoznavat tzv. PAMP (Pathogen associated
Molecular Patterns) — bakterialni, virové a mykotické
»motivy“ charakteristické pro jednotlivé druhy mikroor-
ganism(l, které se kauzalné u sepse uplathuji. Dusled-
kem je pak spusténi kaskady funkéni aktivity bunék pfi-
rozené imunity, jejimz vysledkem by mélo byt ohrani-
¢eni zanétu, eliminace zdroje infekce, zhojeni ad inte-
grum. Pro rozpoznavani napt. lipopolysacharidu, jako
hlavniho stavebniho kamene gramnegativnich bakte-
rif, je ur€en TLR 4, pro dalSi stavebni sou¢asti infeké-
nich agens jsou pak ur¢eny dalSi TLR. Kvantitativni sta-
noveni TLR se aktualné v diagnostice sepse neuplat-
fuje, ale detekce jeho kvality — pfitomnost genetickych
polymorfismu a jejich vazba na jednotlivd onemocné-
ni, ma velice dllezitou Ulohu [2]. Poznani patogeneze
sepse, objev novych biomarkert jako jsou TLR, ma také
terapeutickou ambici. Na experimentalnim modelu
sepse se totiz prokazalo, ze blokovani tohoto recepto-
ru podstatnym zplsobem snizilo mortalitu. Klinicka stu-
die s blokovanim TLR 4 u pacientu se sepsi je jednou
z pravé pobihajicich studii. V této souvislosti je nutné
vyzvednout dllezitou charakteristiku sepse a patofy-
ziologické souvislosti. Sepse predstavuje stav sekun-
darni imunodeficience, ktery je komplexni co do posti-
zeni obou systémU imunity — humoralniho i burikami
zprostifedkovaného. Je snizena produkce antigen spe-
cifickych protilatek (terapeutickou konsekvenci je indi-
kace intravenéznich imunoglobulind pfi hypogamaglo-
bulinémii), je snizena koncentrace jednotlivych kompo-
nent komplementového systému v disledku jejich uti-
lizace pfi likvidaci infekéniho agens, naproti tomu ak-
tivita komplementu vyustuje do poSkozeni tkani (opét
terapeutické pouziti monoklonalnich protilatek bloku-
jicich aktivni slozky komplementového systému).
V bunikami zprostfedkované imunité je snizena expre-
se HLA molekul II. tfidy, ktera pfimo ovliviiuje (nega-
tivné) funkéni schopnost imunokompententnich bunék
— monocytl i leukocytll. Stav zname pod oznacenim
imunoparalyza [3, 4]. Po strance funkéni je sepse cha-
rakterizovana pfesmykem Th1 do Th2 odpovédi
s odpovidajici zménou v produkci jednotlivych cytoki-
nd. Je charakterizovana apopt6zou imunokompetent-
nich bunék, které maji imunosupresivni efekt [5]. Vime
jiz, Ze TLR jsou zodpovédné nejen za rozpoznavani mo-
tivi bakterialnich agens, nybrz predstavuji obecny roz-
poznavaci systém u ¢lovéka. Geneticky polymorfismus
TLR byl zjistén u fady onemocnéni spojenych se za-
nétem — napf. zanétliva onemocnéni GIT, nebo
i autoimunitnich onemocnéni [6, 7]. S TLR je spojena

také nova koncepce syndromu systémové zanétlivé od-
povédi (SIRS), kdy vyvolavajicim faktorem neni infek-
ce, nybrz trauma, hypoxie a dalSi neinfekéni pficiny [8].

Klinicka pozorovani jsou vychodiskem pro dalsi stu-
die s pouzitim tzv. biologické Ié¢by. Opét pfiklad sep-
se. Metaanalyza experimentalnich i klinickych studii
Eichhackerem et al. prokazala rozdilnou u¢innost bio-
logické IéCby sepse v zavislosti na intenzité zanétu, kte-
ry byl pfitomen. Cim vy$si byla intenzita zanétu, tim lep-
8i byly vysledky protizanétlivé biologicke Iécby. S klesajici
intenzitou zanétu se terapie stavala méné ucinnou, nebo
se dokonce stala Skodlivou [9]. Aplikace téchto poznat-
kil do klinické praxe se uplatiuji jiz v sou€asnosti — na-
sazovani biologické protizanétlivé terapie v zavislosti
na zavaznosti stavu ohodnoceném pomoci APACHE II
skore. Tyto zavéry podpofilo i hodnoceni studie PRO-
WESS. Pokud méli pacienti nizké koncentrace IL-6, chi-
rurgicka sanace loziska neméla vliv na konec¢ny klinic-
ky vysledek. Naopak, u pacientd s vysokou koncentra-
ci IL-6 chirurgické odstranéni infekéniho fokusu pfiz-
nivé ovlivnilo konec¢ny klinicky vysledek (Marshall — osob-
ni sdéleni, Weimar 2005).

Jaké mame moznosti u stanoveni intenzity zanétu?
Ackoli zname dnes jiz stovky cytokind, mediator(, ad-
hezivnich molekul, stéle to neni dost k zodpovézeni této
otazky. Je pfitom nepochybné, ze zmény imunologic-
ké reaktivity — jako odpoved na plsobeni exo- a en-
dotoxin mikrobiologickych agens — jsou nesmirné dy-
namické a mohou byt ve stejném ¢asovém okamziku
u rdznych pacientd diametralné odlisné [10]. Nicméné
mame néekteré parametry, které dokazi poskytnout cen-
né informace jak k diagnostice, tak k nékterym terapeu-
tickym aspektlm. Intravendzni imunoglobuliny jsou
z hlediska jejich U€innosti v terapii sepse stale kontro-
verzni zalezitosti. Nicméné v soucasné dobé pribyva
pacientd komorbidnich, na dlouhodobé imunosupresiv-
ni terapii v dusledku transplantaci nebo autoimunitnich
onemocnéni. Tyto okolnosti mohou vyznamnym zp(iso-
bem tento parametr ovlivnit, a je jasné, ze hypogama-
globulinémie u pacienta se sepsi je vyznamnym riziko-
vym faktorem a méla by byt korigovana. V nasi data-
bazi mame pfiblizné 7000 méfeni koncentrace imuno-
globulin{, ktera jsme provadeéli u pacientd s prokazanou
sepsi nebo podezfenim na ni. Incidence hypogama-
globulinémie ve tfidé 1gG se pohybuje kolem 15 %.
V téchto pfipadech je indikace intravendznich imunog-
lobulint raciondlni. Aktivitu zanétlivého procesu miize-
me posoudit také z dynamiky koncentrace imunoglo-
bulin( a slozek komplementového systému. Vyrazna sni-
zeni C3 a C4 slozky komplementu jsou charakteristic-
ka pro pacienty s vysokou zanétlivou aktivitou. Kromé
prosté substituce s dodanim specifickych imunoglobu-
linovych izotypl v IVIG se uplatriuje pfi podani vyssich
davek (400 mg/kg/den), jejichz imunomodula¢ni plso-
beni — pravé u pacientl s hyperzanétlivou odpovédi na
infekéni ¢i neinfekéni agens — miize mit velmi prospés-
ny ucinek. Pfib&h prokalcitoninu je stary jiz témeérf dvé
desetileti a studie dokazuji, ze jde v soucasnosti
0 nejvice senzitivni a specificky ukazatel bakterialni in-
fekce krevniho fecisté [11]. Méfeni koncentrace IL-6
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a IL-10 charakterizuje funk&ni stav imunitniho systému,
a to jak humoralni, tak burikami zprostfedkovany. Jiz fada
praci prokazala, Ze vysoké koncentrace téchto cytoki-
nd jsou nezavislym nepfiznivym prediktivnim faktorem
pro progndzu pacienta [12]. Pfitom jejich méfeni mi-
zeme provést ve ,statimovém® rezimu s dostupnosti vy-
sledku do 2 hodin. Z funkéniho hlediska jsou uzite¢ny-
mi markery méfeni exprese HLA-DR na monocytech
(znak imunoparalyzy) a ex vivo produkce TNF po sti-
mulaci lipopolysacharidem z piné krve. Rovnéz zde jsou
vysledky dostupné do 5 hodin po odbéru krve.
Z hlediska rozliseni infekéniho a neinfekéniho zanétu
je uzite€nym znakem méfeni exprese CD64 na neutro-
filech [4, 13]. Jedna se o vysokoafinitni Fcy receptor na
neutrofilech, jehoz exprese je u infekéniho zanétu vy-
znamnym zpusobem zvySena. Otazka terapeutickych
dokazala nékteré z téchto parametrd korigovat, neni za-
tim znama. Nicméné je zde znovu dolozen pozadavek
na lep$i stratifikaci pacientll v zavislosti na funkénim
stavu imunitniho systému, protoze to dava informaci
o intenzité zanétu. Terapeutické dusledky detekce
imunoparalyzy u sepse jsou rovnéz znamy. Pokud jsou
pacienti na imunosupresivni terapii, je nutné ji vyznam-
nym zplsobem snizit nebo vysadit. Ve vztahu k novym
klinickym studiim je mozné polozit si otazku: Pro¢ apli-
kovat monoklonalni protilatku proti TNF u pacientd, kte-
fi in vitro nejsou schopni tento cytokin tvofit? Na dru-
hé strané vime, Ze byla prokazana uc¢innost podani mo-
noklonalni protilatky proti TNF u pacient(l s gramne-
gativni sepsi [3]. V soucasné dobé probiha 3. faze kli-
nické studie s podanim polyklonalni protilatky proti TNF.

Pfi hledani novych biomarker(i se vyznamnym zpu-
sobem uplatiiuje genomika a proteomika. Zmapovani
lidského genomu a technologie umoznujici detekovat
geneticke predispozice k jednotlivym chorobam pfines-
ly fadu zmén. Dokazeme dnes vySetfovat mutace, re-
spektive genetické polymorfismy, zodpovédné za vznik
onemocnéni. U pacient(l se sepsi je tato problematika
nanestésti daleko slozitéjsi [15]. Vedle makroorganis-
mu je zde také mikroorganismus, pfi¢emz genetické pre-
dispozice k riznym infekénim agens jsou rGzné [14].
Nicméné metodiky DNA microarray nesou moznost ma-
povani genové exprese u obou hracél infekéniho pfibé-
hu [15]. Dnes jiz také vime, Zze u makroorganismu jsou
nékteré organy privilegované z hlediska mechanismd,
které je chrani pfed hyperzanétlivou odpovédi (mozek).
Naproti tomu existuje rozdilna schopnost mikrobiolo-
gickych agens, ktera je determinovana geneticky — uni-
kat ,z dozoru“ imunitniho systému a umoznit jejich dal-
§i mnozeni. Nékteré mikroorganismy maji schopnost
se v ¢asové velice kratkém useku pfizplsobit zméné-
nym zivotnim podminkam (vysoka produkce prozanét-
livych cytokin(), které je maji zahubit, a naopak z nich
dokazi profitovat.

Vysoce aktualni se stala detekce extrahumanniho ge-
nomu v biologickém materialu. V praxi to znamena uplat-
néni metod polymerazové fetézové reakce k detekci bak-
terialnich, virovych a mykotickych antigenu. Klinické za-
dani je jasné. Studie prokazaly, ze 20-35 % nasazené

antibiotické empirické terapie je nasazeno nespravne,
€0z ma pfimy negativni disledek pro prognézu pacien-
ta [16]. Cilem je tedy urychlit diagnostiku (do 6 hodin).
Je vhodné podotknout, Ze toto vySetfeni nenahrazuje
standardni mikrobiologické vySetfeni se stanovenim cit-
livosti, respektive rezistence k antibiotik(im.

Technologie pfinaseji nové multiplexové analyzy, kte-
ré dokazou rozlisit infekéni a neinfekéni zanét, mapo-
vat markery rezistence mikroorganisma k antibiotikiim
a dalsi. Naprosto nové moznosti nabizi proteomika jak
v oblasti diagnostiky, tak terapie [17]. Jeji uplatnéni
v klinické praxi jiz dnes miiZeme pozorovat v oblasti on-
kologie a onkohematologie. LepS$i poznani patogene-
ze chorob je spjato pravé s timto védnim oborem. Na-
vic tyto poznatky umoznuji i efektivnéjsi terapii nemoc-
nych. ,Mnohostuprova“ terapie u onkologicky nemoc-
nych je dnes daleko ucinnéjsi. A podobny pfistup je, pod-
le naseho nazoru, nezbytny i v terapii sepse. Sepse je
nesmirné komplexni syndrom s postizenim vSech
systéml — neuroendokrinniho, hematopoetického,
imunitniho. Tomu by méla odpovidat i terapie. Lé¢ba dys-
regulaci v oblasti hemokoagulace (rekombinantni ak-
tivovany protein C), v oblastech endokrinnich (systé-
moveé kortikosteroidy), imunitnich (biologicka Iécba — blo-
kovani TLR, NO syntazy a dalsi) by se mély uplatnit ne-
zavisle, ale na zakladé aktualniho stavu pacienta. Sa-
mozfejmé i zde plati: ,,Venienti occurite morbo*“. A proto
je nase schopnost, diagnostikovat sepsi uz v téch nej-
CasnéjSich stadiich, kliGova. Aktualné jsou jiz v klinickych
zkouskach microarrays RNA nebo DNA, které by
mély s predstihem desitek hodin proti standardnim mik-
robiologickym metodam pacienty s diagnézou sepse
identifikovat, a tak ovlivnit jejich terapii.

Co fici zavérem? Kazd4 laboratorni metoda ma své
limity a posouzeni klinického stavu pacienta zlistava sta-
le rozhodujicim hlediskem pfi zvazovani diagn6zy ne-
bo nasazeni terapie. Nicméné, jen robustnéjsi a kom-
plexnéjsi diagnostika umozni U¢innéjSi a personali-
zovanou medicinu.
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