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ANOTACE

Vyznamnou piicinou oxidac¢niho stresu je zanétlivy proces. Lze predpokladat, ze se
zatéz organismu oxidacnim stresem zvySuje umérné narlstu intenzity zanétlivé odpovédi.
Nejveétsi  zatéz ocCekavame v pfipadé¢ razantnich zanéti s oxidacnim vzplanutim
profesionalnich fagocytli, zejména pak zanctu purulentniho charakteru. Jeho podstatou je
oxidacni vzplanuti neutrofilnich granulocyti s hojnou produkci kyslikovych radikala. Tyto

vysoce reaktivni slouceniny byvaji pfi¢inou strukturdlniho poskozeni tkang.

V prvni fazi je nasim cilem na zéklad¢ cytologicko-energetického vysSetieni hrudnich
vypotkl rozd¢lit dostatecné velky soubor pacientii podle charakteru zanétlivé odpovédi
Vv dutiné hrudni. Porovnanim katalytickych aktivit aspartataminotransferasy v hrudnich
vypotcich v jednotlivych skupindch pacienti pak zjistime poskozujici dopad zanétu
prislusného charakteru na piilehlou tkan.

Prace se tak stava dalezitym vychodiskem pro dalsi fazi nasi studie. Jejim hlavnim
obsahem bude méteni a hodnoceni piisluSnych parametrii oxida¢niho stresu a antioxidac¢nich
mechanismi v hrudnich vypotcich u pacienti S hrudnimi empyémy v riiznych stadiich

postizeni.

KLICOVA SLOVA

Hrudni vypotky, cytologicko-energeticka analyza, aspartitaminotransferasa, hrudni

empyém, oxidacni stres.



ANNOTATION

An inflammation suggests a significant reason of the oxidative stress. We suppose that
the oxidative stress grows in accordance with the intensity of the inflammatory response.
Therefore we anticipate the most oxidative stress in cases of intense inflammations with
oxidative burst of the professional phagocytes, especially in case of their purulent type. The
principle of the purulent inflammation is suggested by an oxidative burst of the neutrophil
granulocytes with high production of reactive oxygen radicals. These compounds usually

cause serious tissue damage.

Our first aim is to divide the group of our patients into subgroups in accordance with
inflammation type in their chest cavity, which was found by the cytological-energy
investigation of their pleural effusions. We specify a damaging impact of the particular
inflammation type in accordance with catalytic activities of the aspartate aminotranspherase
in the pleural effusion of the particular subgroups of our patients.

This study provides an important way out for our further research. Its main topic will
suggest evaluation of the oxidative stress parameters and observation of the antioxidative
processes in pleural effusions from the patients with thoracic empyema in different periods

of their impairment.

KEYWORDS

Pleural effusion, cytological-energy analysis, aspartate aminotranspherase, thoracic
empyema, oxidative stress.
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1 UVOD

Dutina hrudni je vystavena riznym Skodlivym faktorim, které vyvolavaji jeji
poskozeni. Imunitni systém proti t€émto tendencim pulsobi a snazi se je zni¢it. Pokud ale
Skodlivé latky pusobi nad urcitou uroven imunitniho systému, nastanou riznd postiZeni.
V nasem ptipad¢ se jedna o fibropurulentni zanét (vypotek = empyém), kde podstatou byva
oxidacni vzplanuti neutrofilnich granulocytii coby zastupcii nespecifické imunity. Nasim
cilem je tento vypotek detekovat a urcit jeho intenzitu a charakter poSkozeni organti dutiny
hrudni. Spravné urceni charakteru zanétu pak umoziuje presnéjsi specifikaci ¢i vymezeni
uzsiho okruhu pfic¢in postizeni organiti dutiny hrudni. Pii vySetfovani hrudnich vypotka

pouzivame cytologicko-energeticky princip.
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2 Hrudni dutina

Hrudni dutina je vymezena kostrou, predstavovanou zebry piisedajicimi k patefi
a branici, ktera ji odd¢luje od dutiny bfisni. Hrudni dutina piedstavuje prostor, ve kterém jsou
umistény predevsim dva zivotné dilezité organy, srdce a plice. Hlavni tilohou plic je vyména
vzduchu mezi vnéjSim prostiedim a krvi, srdce se podili na dopravé kysliku krvi do tkani
a oxidu uhlicitého zpét do plic (Dylevsky, 2009; Cheirsilp et al., 2015; Macak a Macdkova,
2004).
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3 Imunitni odpovéd’

Organismus je vystaven pusobeni riznych vné&jSich i vnitinich faktort, které mohou
vést k poruseni jeho integrity. Proti témto tendencim ptisobi imunitni systém. Pokud aktivita
imunitniho systému prekroci urCitou uroven, hovotime o zanétlivém procesu. Imunitni systém
predstavuje nesmirné slozitou morfologickou i1 funkéni strukturu. Velmi zjednodusené jej 1ze
rozdélit na cast bunéénou a humordlni a na slozky nespecifické a specifické imunity
(Sterzl, 1993; Horejsi a Bartiitkova, 2009; Krejsek et al., 2016). Za bunéénou &ast
imunitniho systému povazujeme piedevSim imunokompetentni bunky. Témi jsou jednak
buiikky myeloidni vyvojové fady a lymfoidni elementy. Mezi myeloidni buiiky fadime
neutrofilni, eosinofilni a basofilni granulocyty a také buiiky monocytarné-makrofagického
systému. Zalymfoidni elementy povazujeme lymfocyty a NK bunky (natural Killers),
tzv. pfirozené zabijece. Fungovani imunitniho systému ale nestoji vyhradné na ucinkovani
imunokompetentnich bun€k. Vice ¢i méné aktivné se na ném podili i dal§i bunééné struktury
lidského organismu. Velmi angazované jsou vV tomto ohledu napft. trombocyty, cévni endotel,
bunky vystelky télnich dutin a organovych systémut atd. (Ferencik et al., 2005; Horejsi
a Bartunkova, 2009, Krejsek et al., 2016; Fox et al., 2010).

Humoralnimi slozkami imunitniho systému jsou rozmanité ptisobky, které se piimo
podili na imunitnich, resp. zanétlivych, reakcich v organismu. Jsou jimi imunoglobuliny,
proteiny akutni faze, slozky komplementu, cytokiny, rastové faktory atd. (Krejsek a Kopecky,
2004, Horejsi a Bartunkova, 2009).

Z hlediska pochopeni fylogeneze a funkce imunitniho systému je uzite¢né jeho
rozdéleni na cast specifické a nespecifické imunity. Fylogeneticky star$i je jednoznacné
nespecifickd imunita, odvijejici se od vyclenéni bunék specializovanych na fagocytosu
cizorodych ¢asti jiz u nejprimitivnéjSich mnohobunécénych organismu. V lidském organismu
jsou jejimi dominujicimi pfedstaviteli neutrofilni granulocyty, jejichZz vyznam vnimame
pfedevsim s ohledem na fagocytosu extracelularnich bakterii. Tyto buniky jsou vSak schopné
pohltit i viry ¢i substrat podstatné vétSich rozmérl, napt. erytrocyty pii posthemoragické
uklidové reakci. Dulezitou vlastnosti neutrofilnich granulocytti je téz schopnost jejich
oxida¢niho  vzplanuti. Ta  spociva v aktivaci NADPH-oxidasy lokalizované
Vv jejich povrchovych membranach, ktera vede k produkci vysoce reaktivnich sloucenin
scilem zahubit a stravit fagocytované bakterie a také zniCit bakterie Vv extracelularnim

prostiedi (Krejsek a Kopecky, 2004; Horejsi a Bartunkova, 2009; Janeway et al., 2001).
14



Dal$imi buiitkami nespecifické¢ imunity jsou eosinofilni granulocyty, piivodné urcené
k eliminaci mnohobunéénych paraziti v gastrointestinalnim traktu. Aktualn¢ ale vnimame
vyznam téchto bun¢k v daleko SirSich souvislostech, ptiznivych i1 neptiznivych. Eosinofilni
granulocyty jsou vyznamnymi producenty transformujiciho rustového faktoru B (TGF-B),
¢imz se vyznamné =zapojuji do reparaénich a regeneraCnich procesii v organismu

(Ferencik et al., 2005). Zaroven ale také v fad¢ piipadi stoji za alergickymi zanéty.

Basofilni granulocyty a jejich tkanova forma, zirné buiiky, hraji vyznamnou tlohu

predevsim v rozpoznani cizorodych agens v organismu a volbé obranné strategie.

Humoralni slozku nespecifické imunity tvofi rozmanité pisobky, vesmés proteinové
povahy, které se aktivné podileji na imunitni odpovédi ¢i obrané organismu pied jejimi
dopady. Jako ptiklad lze uvést proteiny akutni faze, komplement, antioxidanty, inhibitory

proteinas atd. (Krejsek a Kopecky, 2004, Horejsi a Bartiinkovd, 2009).

Na pomezi specifické a nespecifické imunity se nachazi buiiky monocytarné-
makrofagického systému. Ty fagocytuji exogenni i endogenni substrdt a predkladaji
jej ve vhodné formé bunikam specifické imunity. Timto zptisobem udrzuji imunitni systém

V neustalé pohotovosti (Lochmanova, 2015).

Imunokompetentnimi  buiikami specifické imunity jsou lymfocyty. Funkéni
rozmanitost tohoto morfologicky pomérné uniformniho typu bunck je dana predevSim
specifickymi povrchovymi receptory a také produkovanymi pusobky (Krejsek a Kopecky,
2004; Horejsi a Bartiunkova, 2009). Ramcové lze tyto buinky rozdélit na B lymfocyty
a T lymfocyty. T lymfocyty dale délime na Th lymfocyty, které nesou povrchovou antigenni
strukturu CD4 a Tc lymfocyty s povrchovym znakem CDS8. B lymfocyty, piedevsim ve formé
plasmocytt, jsou producenty protilatek. T lymfocyty tvofi podstatu tzv. bunééné imunity.
CD8+ Tc lymfocyty jsou nositelé cytotoxické zanétlivé reakce. CD4+ Th lymfocyty maji
predevsim funkci regulacni, a to jak ve vztahu k protilatkové, tak bunécné imunitni odpovédi.
Dalsi diferenciace CD8+ Tc lymfocytl i CD4+ Th lymfocytl na pfislusné bunécné subtypy
pak odpovida jejich cytokinovym profilim (Krejsek a Kopecky, 2004, Horejsi a Bartinkova,
2009).

Humorélni slozku specifické imunity tvofi imunoglobuliny (protilatky). Jsou
produkovany B lymfocyty, ptfedevSim pak jejich vrcholnym aktivaénim stadiem,

tzv. plasmocyty. Funkce imunoglobulini spociva jednak v opsonizaci, kdy se vazi
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na specifické antigenni struktury a tim je zpfistupiiuji elimina¢nimu plsobeni komplementu
a fagocytt. Imunoglobuliny ale mohou téz svoji specifickou vazbou na mikrobialni agens
Ci ptislusné bunécné receptory znemoznit jiz samotny VStup téchto patogennich agens
do organismu (Ferencik et al, 2005; Sterzi, 1993; Krejsek a Kopecky, 2004; Horejsi
a Bartunkova, 2009).

3.1 Oxidacni stres

Oxidacni stres vznikd v organismu v dusledku nadprodukce volnych kyslikovych
radikalli a poruseni rovnovahy pii pusobeni antioxidacnich mechanismil. Oxidacni stres
ptispiva ke vzniku riznych onemocnéni a urychluje starnuti (Hybertson, 2011; Chen
a Junger, 2012).

Volné kyslikové radikaly jsou nestabilni a vysoce reaktivni atomy nebo molekuly.
Pii¢inou jejich vysoké reaktivity jsou neparové elektrony. Jsou jimi superoxid (Oz"),
hydroxylovy radikal (HO"), peroxyl (ROQ"), alkoxyl (RO") a hydroperoxyl (HO;). Mezi
reaktivni formy kysliku jsou déle fazeny slouc¢eniny kysliku, které nemaji neparovy elektron,
a tudiz nemaji charakter radikali. Mohou vsak byt jejich zdrojem. Jsou jimi peroxid vodiku
(H,0,), kyselina chlorna (HCIO), ozon (Os) a singletovy kyslik 0, (Jakus,
2000; Wu a Cederbaum, 2003).

Volné kyslikové radikéaly jsou b&znou soucasti normalnich metabolickych procest.
Tvoii se pti latkové preméné, pii obrané organismu pied infekénimi agens, pii expozici
ultrafialovym nebo ionizujicim zafenim atd. (Holecek a Racek, 1997). K dalsimu zvySeni
produkce pak pfispivaji néktera onemocnéni, nadmérna expozice zneisténému zivotnimu

prostiedi, koufeni a fyzicka i psychické zatéZ (Juraskova et al., 2000).

Volné radikaly zptsobuji poskozeni bunék. Pro udrzeni zivota je proto nezbytna jejich
eliminace. Ktomu slouzi antioxida¢ni obranné mechanismy (Kelvin, 2000; Racek et al.,
1997; Rahman et al., 2012).

3.2 Rezervoar extravaskularni télni tekutiny

Extravaskularni t€lni tekutiny se vyskytuji bud’ v permanentnich, nebo nové
vznikajicich rezervoarech. Prikladem tekutiny vypliujici permanentni rezervoar
je mozkomisni mok, nitroo¢ni tekutina, synovialni tekutina atd. Nové se rezervoary tvori

zpravidla v souvislosti s patologickym procesem v piislusné lokalit¢ (Kopcinovic, 2016).
16



V obou piipadech se do extravaskularni t€lni tekutiny promitaji imunitni a metabolické
procesy doprovazejici postizeni souvisejiciho organového systému, mohou se zde vyskytnout
alterované clementy z pfilehlé tkané, v¢etné nadorové, kumuluji se zde produkty uvolnéné
z rozpadajicich se bunék a tim padem se misto stava vyznamnym zdrojem informaci o dané

lokalité.

3.3 Purulentni zanétlivy proces

Podstatou purulentniho zéanétlivého procesu je oxidacni vzplanuti neutrofilnich
granulocytd, ¢ili dominujicich bunék nespecifické imunity. Neutrofilni granulocyty obsahuji
ve svych povrchovych membranach enzymovy komplex NADPH-oxidasu. Zpravidla
po fagocytose extracelularnich bakterii dochazi k jeho aktivaci a oxida¢nimu vzplanuti.
NADPH-oxidasa katalyzuje reakci NADPH+H" skyslikem zavzniku oxidované formy
NADP" a superoxidového aniontu (Kelbich et al., 2013a; Joffreet al., 2016).
Ze superoxidového aniontu vznikaji dalSi reaktivni kyslikové meziprodukty, jmenovité
singletovy kyslik, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. VSechny tyto latky ptsobi jako
velmi silna oxidaéni Cinidla, ktera narusuji strukturu biopolymerti mikroorganismu, rusi
aktivitu enzyma a poskozuji DNA (Rohdcovd, 2006). Peroxid vodiku dale reaguje
za katalytického puasobeni enzymu myeloperoxidasy s chloridovymi anionty za vzniku
baktericidnich chlornanovych aniontd (ClO’). Baktericidni latky produkované fagocyty
se navic mohou uvolnovat do okolnich tkani a poskozovat je (Horejsi a Bartunkova, 2009,

Hopp et al., 2017; Jin et al., 2010; Chavakis, 2012).

3.4 Hrudni empyém

Hrudni empyém piedstavuje nahromadéni purulentniho zanétlivého vypotku v hrudni
dutingé. Vzdy se jednd o sekundarni postizeni. Vyvolavajicimi agens jsou zpravidla
extracelularni bakterie (Marel et al., 1995; Ahmed, 2010).

Nejcastéji hrudni empyém vznika jako komplikace pfi infekci dolnich cest dychacich.
V takovém piipadé se jedna o empyém parapneumonicky nebo metapneumonicky
(Burgos etal., 2013). P#i parapneumonickém empyému dochazi ke kontaminaci hrudniho
vypotku infekénim materidlem. K metapneumonickym empyémim dochazi v pfipade,
ze se Vv dusledku obstrukce bronchti tvofi subpleurdlni pneumatokély, které praskaji a infikuji

pleuralni dutinu (Hdjek, 1995). Méné Castou pfi¢inou je zaneseni infekce do pleuralni dutiny

17



pii punkci, drenazi, operaci nebo pii poranéni hrudniku. Nejméné casta pfic¢ina je pak
hematogenni infekce pohrudni¢ni dutiny (Fila, 2001; Fila, 2007; Lee et al., 2010; Hyeon,
2011, Stritesky, 1996, Stritesky, 2001).

Pribeh postizeni 1ze rozdélit na 3 stadia:

1. Exsudativni stadium, béhem néhoz se tvofi fidky pleuralni vypotek. Plice jsou volné

a schopné reexpanze.

2. Fibropurulentni stadium, béhem kterého dochazi ke kumulaci imunokompetentnich
bunék a zahustovani vypotku. Vypotek se opouzdiuje, fixuje plice a zabranuje jejich

reexpanzi.

3. Fibroproliferativni stadium vyrazné ,purulentniho® charakteru. Vypotek je husty

a obsahuje az 75 % sedimentu. Po 4 az 6 tydnech piechazi do chronicity.

Klinickymi piiznaky hrudniho empyému jsou duSnost, bolest na hrudi, pocit
tlaku na postizené strané, kasel, horecka, zimnice, hubnuti, zvySena tepova frekvence, piip.

systémova sepse (Marel, 2007).

Nastroji pro diagnostiku hrudnich empyému jsou zobrazovaci metody, zejména
pocitatova tomografie (CT), pifip. téZ rentgen i sonografie dutiny hrudni. Stale vétSiho
vyznamu nabyvaji laboratorni vysetfeni se zaméfenim na postizenou lokalitu. Jejich vyznam
spociva vedle samotné diagnostiky téz v monitorovani prubéhu lécby hrudniho empyému
umoziujicimu flexibilni korekei terapeutickych postupt (Simdnek et al., 2005; Terl et al.,

2005; Jakubec et al., 2008).

Strategii 1écby je poskytnuti ulevy pacientovi, nasledné¢ odstranéni empyému

a umoznéni terapie zakladniho onemocnéni (Hytych et al., 2007).
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4 Cytologicko-energeticky princip vySetrovani hrudnich vypotki

Hrudni punktat lze povazovat za extravaskularni télni tekutinu vznikajici de novo

Vv hrudni dutiné v souvislosti s patologickym procesem.

Organy dutiny hrudni jsou vystaveny ptisobeni faktort, které mohou vést k poruseni
jejich integrity. Proti témto tendencim ptsobi imunitni systém. Pokud aktivita imunitniho
systému piekro¢i uréitou uroven, hovotime 0 zanétlivé odpovédi. Lokalni zanétliva odpoveéd
V dutin€ hrudni se zpravidla promitd do slozeni hrudniho vypotku. Cilem je vypotek vysetfit,
zanétlivou odpoveéd’ detekovat a urcit jeji intenzitu a charakter. Spravné urceni charakteru
zanétlivé odpoveédi pak umoznuje piesnéjsi specifikaci ¢i vymezeni uz§iho okruhu pficin
postizeni organt dutiny hrudni (Kelbich et al., 2011; Kelbich et al., 2012a,b; Kelbich et al.,
2013a,b; Kelbich et al., 2014a,b; Kelbich et al., 2015; Kelbich et al., 2017).

Na pracovidtich Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem se pouziva
tzv. cytologicko-energeticky zplsob vySetfovani extravaskularnich télnich tekutin, véetné
hrudnich vypotki. Nejprve se provede cytologické vysetieni hrudniho vypotku. Rada objektt
v mikroskopickém obraze hrudniho vypotku mize napovédét mnohé o situaci v hrudni duting.
Napf. pfitomnost nadorovych elementt (Obr. 1) svéd¢i pro nadorové postizeni organt dutiny
hrudni. Nalez bakterii (Obr. 2) ¢&i kvasinek (Obr. 3) prokazuje infekci hrudni dutiny
piislusnym mikrobialnim agens a nalez pénitych bun¢k (Obr. 4) obvykle svéd¢i pro zvyseny
bunécny rozpad starSiho data v hrudni dutiné. Na zaklad¢ pritomnosti erytrofagl s Cerstveé
fagocytovanymi erytrocyty €i erytrocyty v rizném stupni dekolorace (Obr. 5) a produkti
metabolické pfemény hemoglobinu, tzn. hemosiderinu ¢i hematoidinu (Obr. 6) lze ziskat
nejen informaci o pfitomnosti krvaceni v dutiné hrudni, ale také o jeji dynamice v ¢ase (Sobek
et al., 2009).
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Obr. 3: Kvasinky v hrudnim vypotku

Obr. 4: Pénité bunky v hrudnim vypotku
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Obr. 6: Zluty krystal hematoidinu v hrudnim vypotku

Samotna kumulace pfislusnych imunokompetentnich bun¢k v dutiné hrudni vsSak
spolehlivou informaci o pfitomnosti a charakteru zanétlivé odpovédi v hrudni dutiné
neposkytuje. Vyhradné na zékladé morfologickych parametrti totiz obvykle nejsme schopni
rozli§it Groven aktivace pFitomnych imunokompetentnich bunék (Fila, 2001).
Do vysetfovaciho schématu je proto tfeba zahrnout t€z parametry funkcni. Na pracovistich
Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem jsou stspéchem vyuZivany parametry

energetického metabolismu glukosy. Pro tyto potieby slouzi predevsim koeficient energetické
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bilance (KEB). Ten se vypocitava z aktudlnich latkovych koncentraci glukosy a laktatu
V hrudnim punktatu. Je definovan jako teoreticka produkce adenosintrifosfatu (ATP)
Zz 1 molekuly glukosy za aktudlnich energetickych pomért v pfisluSném rezervoaru
extravaskularni télni tekutiny (Kelbich et al., 1998; Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2009;
Kelbich et al., 2014a; Kelbich et al., 2015; Kelbich et al., 2016; Kelbich et al., 2017).

4.1 Koeficient energetické bilance

Koeficient energetick¢ bilance byl odvozen na zdkladé 3 axiomil popisujicich

metabolismus glukosy (Obr. 7) (Karlson, 1981; Murray et al., 1998):
1. Aerobni produkce 38 molekul ATP z 1 molekuly glukosy.
2. Anaerobni produkce 2 molekul ATP z 1 molekuly glukosy.

3. Anaerobni produkce 2 molekul laktatu z 1 molekuly glukosy.

aerobni

: I 38 ATP/1 glukosa I
glukosa metabolismus

oxidatni fosforylace
@ 0,
=
g ADP ATP
= | —
= \ I.'I oxidaéni // “\\
¥ dekarboxylace .-"/ “\I
- [ Krebsiiv —
— P
Lo Je——| W J——
\ / respiraéni
e A 4 fetézec
~— \ ||I
1 )
!

anaerobni \f
. )
metabolismus |

-

laktat &
2 ATP/1 glukosa

Obr. 7: Zjednodusené schéma metabolické pfemény glukosy
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Pro odvozeni KEB nejdiive definujeme X jako latkovou koncentraci glukosy a y jako

latkovou koncentraci laktatu v prislusné extravaskularni t€lni tekuting:
x = [glukosa][mmol.I'']; y = [laktat][mmol.I"])

Vychazi se ze skuteCnosti, ze pocet molekul glukosy (6 uhlikovych atomt v 1 molekule)
odpovidad poloviénimu mnozstvi laktatu (3 uhlikové atomy v 1 molekule) vyprodukovaného

za anaerobnich podminek (Kelbich et al., 1998; Kelbich et al., 2014a):

Xanaerobni 2

Z jakéhokoliv latkového mnozstvi glukosy v likvorovém kompartmentu se tedy
anaerobn¢ vyprodukuje dvojnasobné latkové mnozstvi laktatu, které je identické
s vyprodukovanym mnozstvim ATP, tedy [ATPanaerobni] = Y. Zbyvajici mnozstvi glukosy
Vv likvorovém kompartmentu je metabolisovano aerobni cestou s produkci 38 ATP na jeji

1 molekulu:

Xaerobni — X — Xanaerobni — (X - E) [ATPaerobni] =38 (x - E)

Celkova produkce ATP odpovida souctu jeho aerobni a anaerobni produkce.
Lze ji tedy vyjadiit jako [ATP] = [ATPacrobni] + [ATPanacrobni] a praimérna produkce ATP pak

[ATP]

pfedstavuje koeficient energetické bilance, KEB = . Po dosazeni ptedeslych vztaht

do citatele dostaneme tento finalni tvar pro KEB:

y
y + 38 X — 75 X
KEB = ( 2)=38—18—
y
KEB = 38 — 18 1kt
[glukosal

4.2 Dva modely energetickych pomért v hrudni dutiné

Za normalnich podminek je v rezervoaru hrudniho vypotku dostatek kysliku k tomu,
aby mohly metabolické procesy probihat pfevdzné aerobnim zpisobem, tzn. za znacné

produkce adenosintrifosfatu (ATP), ¢ili pfi vysoké hodnoté¢ KEB (Obr. 8a).
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Obr. 8: Dva modely energetické premény glukosy v rezervoaru hrudniho vypotku:

a. Zanormalniho stavu.

b. Pti zanétlivé odpovédi v dutiné hrudni.

Pokud se v hrudni dutiné vyskytne n&jaky patologicky proces (Obr. 8b), jehoz
pfiC¢inou, podstatou ¢i nasledkem je zanét, tak dojde k aktivaci imunokompetentnich bunék.
Aktivované imunokompetentni builky maji zvySené energetické naroky. Spotiteba glukosy
lokaln¢ narGsta a zvySuje se téz spotfeba kysliku. To ma za nasledek rozvoj anaerobniho
metabolismu v rezervoaru hrudniho vypotku. Ten je z energetického pohledu znacné
neefektivni. Produkce energie v podobé ATP tedy klesa, coz se v naSem modelu projevuje

snizujici se hodnotou KEB (Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2014a; Kelbich et al., 2017).

4.3 Ctyii energetické stavy V rezervoaru hrudniho punktatu

1. Hodnoty KEB > 28,0 pfedstavuji normalni energetické poméry v rezervoaru hrudniho
punktatu a jsou charakteristické bud’ pro absenci patologického procesu nebo pro mirné
serosni zanétlivé zmény v hrudni duting.

2. Hodnoty KEB = 15,0 az 28,0 pifedstavuji zvySené energetické naroky aktivovaného
imunitniho systému pfi serosnich zanétlivych zménéch v hrudni dutiné.
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3. Hodnoty KEB = 10,0 az 15,0 pfedstavuji hrani¢ni oblast mezi zanéty serosniho charakteru

a razantnimi zanéty s oxida¢nim vzplanutim profesionélnich fagocyti.

4. Hodnoty KEB < 10,0 ptedstavuji vysoky rozsah anaerobniho metabolismu v rezervoaru
hrudniho vypotku na urovni obvykle odpovidajici pfitomnosti razantniho zanétlivého

procesu s oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocytd v dutiné hrudni.
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5 Cytologické vySetieni hrudnich vypotki

Pii cytologickém vySetfeni hrudnich vypotkll vychazime z principu osvédceného pfi
cytologickém vysetfeni mozkomisniho moku. Prvnim krokem tedy je kvantitativni vySetieni
spocivajici ve zjisténi poctu bunck v hrudnim vypotku. To se provadi spocitdnim jadernych
elementi a erytrocyti ve 3 upl materidlu ve Fuchsové-Rosenthalové komirce (Obr. 15).
Dle Biomedicinského centra Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem je za normélni
povazovan pocet jadernych elementd v hrudnim vypotku do 500/3 pl. Tento stav s ohledem
na vysledky kvalitativniho cytologického obrazu hrudniho vypotku hodnotime bud’ jako
normalni nalez nebo jako patologickou oligocytosu Vv piipadé nalezu indicii patologického
procesu V lokalité odbéru. Privlastek patologické oligocytosy pak obvykle volime s ohledem
na prevazujici buné¢nou linii, pfip. s ohledem na nalez nadorovych bunék (Kelbich et al.,
2007; Kelbich et al., 2009; Kelbich et al., 2013a; Sobek et al. 2009; Sobek et al., 2012;
Felgenhauer, 1998).

V ptipadé poctu bunck prevysujici 500/3ul je nalez oznacovan jako pleiocytosa, opét
s piivlastkem odpovidajicim dominujici bunééné linii ¢i nalezu nadorovych elementt (Sobek

et al., 2009; Kelbich et al., 2011).

Kvalitativni cytologicky obraz hrudniho punktatu se ziskd zhodnocenim trvalého
cytologického preparatu. Jeho piiprava se provadi bud’ cytosedimentaci (Obr. 9) nebo
cytocentrifugaci (Obr. 10), kdy se bunky a dal$i pozorovatelné objekty z hrudniho punktatu
soustiedi do omezené oblasti na podloznim skle. Nasleduje aplikace pftislusného
cytologického barveni, f4dné vysuSeni, zamontovani do balzdmu a prohlizeni svételnym

mikroskopem (Sobek et al., 2009; Sobek et al., 2012).
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Obr. 9: Cytosedimenta¢ni komuirka Obr. 10: Cytocentrifuga StatSpin Cytofuge 2
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6 Cytologicko-energetické hodnoceni hrudnich vypotku
6.1 Imunokompetentni buniky v hrudnim vypotku

6.1.1 Lymfocytarni elementy

Lymfocytarni elementy (Obr. 11) jsou v hrudnich vypotcich bézné ptitomné. Jedna
se o morfologicky pomérné uniformni bunky, které jsou ale z funkéniho hlediska velmi
rozmanité. Ramcové lze odlisit B lymfocyty s tendenci k protilatkové produkci, T lymfocyty
s fadou regula¢nich funkci a schopnosti cytotoxické zanétlivé reakce a NK bunky rovnéz
sledujici cytotoxickou zanétlivou reakci (Horejsi a Bartunkova, 2009; Krejsek et al., 2016).

Nalez neaktivovanych nebo pouze mirné aktivovanych lymfocytarnich elementl pfi
normalnich energetickych pomérech v oblasti odbéru hrudniho punktatu vyjadienych

hodnotami KEB > 28,0 neni obrazem patologickych zmén v hrudni duting.

Naproti tomu piitomnost plasmatickych buné¢k v hrudnim vypotku je jiz hodnocena
jako projev lokalni zanétlivé odpovédi s protilatkovou produkci. Energetické poméry zjisténé
analyzou hrudniho vypotku pak odpovidaji intenzité lokalniho zanétlivého procesu. V piipade
serosnich zanétli obecné€, vcetné téch S protilatkovou produkci, nachdzime bud’ normalni
energetické pomeéry V rezervoaru hrudniho vypotku vyjadiené hodnotami KEB > 28,0 nebo
mirn¢ az stfedné zvySeny rozsah anaerobniho metabolismu Vv téze lokalité¢ vyjadieny
hodnotami KEB v rozmezi od 15,0 do 28,0 (Kelbich et al. 2007; Kelbich et al., 2013a;
Kelbich et al., 2014a; Kelbich et al., 2015).

Dominujici vyskyt lymfocytarnich elementd v hrudnim vypotku v kombinaci
s vysokym rozsahem anaerobniho metabolismu v oblasti jeho odbéru vyjadienym hodnotami
KEB < 10,0 obvykle odpovidd pfitomnosti razantniho zanétu s oxidacnim vzplanutim
makrofagl. Pricinou zanétu tohoto charakteru obvykle byva infekce intracelularnimi
bakteriemi, mykotickymi agens nebo nadorovy proces (Kelbich et al., 2007;
Kelbich et al., 2011; Kelbich et al., 2013a; Kelbich et al., 2014a). Mechanismus tohoto
zanétu se odviji od makrofagové fagocytdzy piislusného agens. Neaktivovany makrofag
ale zpravidla nedokaze fagocytovany substrat popsaného charakteru ucinné zlikvidovat.
Pro zésadni zvysSeni mikrobicidniho ¢i tumor eliminujiciho ucinku je nezbytna jeho aktivace
pasobenim interferonu y (IFN-y) produkovanym CD4+ Thl lymfocyty, cytotoxickymi
CD8+ Tc lymfocyty nebo NK (natural killer) bunikami. Aktivovany makrofag se pak
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vyznacuje hojnou produkci prozanétlivych cytokind interleukinu 1 (IL-1) a tumor-

nekrotizujiciho faktoru o (TNF-a).
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Obr. 11: Pfevaha lymfocytarnich bunék v hrudnim vypotku

6.1.2 Monocytarn¢-makrofagické elementy

Monocytarné-makrofagické elementy (Obr. 12) stoji na rozhrani nespecifické
a specifické imunity. Jejich dilezitou ulohou je udrZzovat imunitni systém v neustalé
pohotovosti. Pfirozenym prostfedim téchto bun€k je tkan. Jejich zvySenou pritomnost
Vv hrudnim vypotku 1lze obvykle zaznamenat v souvislosti stzv. uklidovou reakei
doprovazejici riizné procesy, vcetné lokdlniho zanétu, strukturalniho poskozeni tkané,
krvaceni atd. Aktualni energetické poméry pii dominujici pfitomnosti monocytarng-
makrofagickych elementti v hrudnim vypotku obvykle odpovidaji zdnétu doprovazejicimu
pfislusny patologicky proces v dutiné hrudni. Reaktivni ¢i serosni zénétlivé zmény rtzné
pfiCiny se tak projevuji normalnimi energetickymi poméry (KEB > 28,0) ¢i relativné mirné
zvySenym rozsahem anaerobniho metabolismu (15,0 < KEB < 28,0) v této lokalité. Jak jiz
bylo uvedeno, razantni zanéty s oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocyt se vyznacuji
velmi vysokymi rozsahy anaerobniho metabolismu vyjadienymi velmi nizkymi hodnotami
KEB < 10,0). Na zaklad¢ dalSich indicii je pak nutné diferencovat mezi tklidovou reakci
doprovazejici purulentni zanétlivy proces v predmétné lokalité, nebo jiz zminénym razantnim
zanétem s oxida¢nim vzplanutim makrofagi, na némz se tyto elementy podileji aktivné
(Krejsek a Kopecky, 2004, Krejsek et al., 2016; Horejsi a Bartunkova, 2009, Kelbich et al.,
2007; Kelbich et al., 2013a; Kelbich et al., 2014a; Kelbich et al., 2015).
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Obr. 12: Cetné monocytarné-makrofagické elementy v hrudnim vypotku

6.1.3 Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty jsou bunky nespecifické imunity (Obr. 13). K jejich kumulaci
V hrudnim vypotku obvykle vedou vice ¢i méné zadvazné lokalni komplikace, které¢ vyzaduji
bezprostiedni reakci imunitniho systému. Témito komplikacemi obvykle byvaji infekce
extracelularnimi bakteriemi, strukturalni poskozeni tkané, krvaceni atd. Spole¢né hodnoceni
pfitomnosti neutrofilnich granulocytli a Urovné energetickych pomérit v hrudnim vypotku
je pro spravné zhodnoceni aktudlniho stavu velmi dulezité. Umoziuje totiz diferencovat mezi
relativné pasivni pfitomnosti téchto elementii v hrudni dutiné pfi normélnich energetickych
pomérech (KEB > 28,0) nebo pfi relativné mirné zvySeném rozsahu anaerobniho metabolismu
(15,0 < KEB < 28,0) v hrudni duting, které nazyvame jako stav preventivni protekce
a vysokym stupném jejich aktivace ve smyslu oxidacniho vzplanuti, které nazyvame
purulentnim zanétem, ktery se vyznacuje vysokym rozsahem anaerobniho metabolismu
v predmétné lokalité (KEB < 10,0) (Krejsek a Kopecky, 2004; Krejsek et al., 2016, Kelbich et
al., 2007; Horejsi a Bartinkova, 2009; Kelbich et al., 2013a; Kelbich et al., 2014a; Kelbich
et al., 2015; Horejsi a Bartinkova, 2009; Schauer et al., 2014).
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Obr. 13: Pfevaha neutrofilnich granulocytt v hrudnim vypotku

6.1.4 Eosinofilni granulocyty

Eosinofilni granulocyty jsou rovnéz buiiky nespecifické imunity (Obr. 14). Obvykle
byvaji zminovany v souvislosti S obranou organismu proti parazitim v gastrointestinalnim
traktu a alergickymi zanéty. Eosinofilni granulocyty jsou téz vyznamnym producentem
transformujiciho rastového faktoru B (TGF-B), nezbytného pro pribéh reparacnich procesu.
To je také diivod, pro€ se ptitomnost eosinofilnich granulocytii v hrudnich vypotcich posuzuje
predev§im ve vztahu Kk reparaci a regeneraci poskozené tkané (Krejsek a Kopecky, 2004,
Krejsek et al., 2016; Horejsi a Bartinkova, 2009, Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2015).
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Obr. 14: Pfevaha eosinofilnich granulocytt vV hrudnim vypotku
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6.2 Detekce strukturdlniho poskozeni tkdné v hrudni dutiné

Pro detekci a urCeni rozsahu destrukce tkan¢ v dutiné hrudni se na pracovistich
Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem vyuZivd obecné dostupné a levné vySetfeni
koncentrace katalytické aktivity aspartataminotransferasy (AST) V hrudnim vypotku
(Matuchova, 2014).
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7  Material a metody

7.1

Pouzity material

Studovanym biologickym materidlem byly vzorky hrudnich vypotkli od pacientl

z oddéleni hrudni chirurgie a plicniho oddéleni Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem.

7.1.1

7.1.4

Ptistrojové vybaveni a pomtcky

Modularni analyticky systém Cobas 6000 ¢501 (Roche Diagnostics, Svycarsko)
Centrifuga Universal 30F (Schoeller Instruments, Némecko)

Cytocentrifuga StatSpin Cytofuge 2 (Iris Sample Processing, USA)
Fuchsova-Rosenthalova komurka

Mikroskop BX40 (Olympus, Japonsko)

Podlozni a kryci skla pro ptipravu cytologického preparatu hrudniho vypotku

Automatické pipety, Spicky, zkumavky a dals$i bézny spottebni laboratorni material

Pouzité¢ chemikalie pro pfipravu trvalého cytologického preparatu hrudniho
vypotku

Hemacolor® (Merck, Némecko)
Entellan® (Merck, Némecko)
demineralizovana voda

Software

Software pro Cobas 6000® ¢501 (Roche Diagnostics, Svycarsko)
Laboratorni informaéni systém OpenLims (Stapro, CR)

Nemocniéni informaéni systém FONS Enterprise (Stapro, CR)

Metodika

Na oddgleni klinické biochemie Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem jsem

se teoreticky i prakticky seznamila se zptisobem vySetfovani hrudnich vypotkd. Z obdrzenych

vysledkii vySetieni pfisluSnych laboratornich parametri hrudnich vypotk jsme vytvofili

databazi.
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7.2 Preanalytickd faze

Vzorky hrudnich vypotki byly odebrany do ¢istych zkumavek bez aditiv. Zkumavky
byly patiién¢ oznaCeny a co nejrychleji dopraveny na oddéleni klinické biochemie
Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem. Zde byly vzorky okamzité zpracovany. Cast
vzorku byla pouzita k vySetfeni poctu jadernych elementii a erytrocyti v hrudnim vypotku
a pripravé trvalého cytologického preparatu. Zbytek vzorku byl centrifugovan (1500 x g, 10
minut, laboratorni teplota). Supernatant jsme pouzili k vySetfeni humoralnich parametri

a jeho zbylou ¢ast jsme uskladnili v chladicim boxu pfi teploté 4 az 8 °C.

7.3 VySetteni poctu jadernych elementt a erytrocyt v hrudnim vypotku

Do Fuchsovy-Rosenthalovy komtrky (Obr. 15) o objemu 3,2 ul jsme nanesli piislusny
objem nativniho vzorku hrudniho vypotku. V tomto vzorku jsme stanovili pocet jadernych
elementl a erytrocytd. Vysledné hodnoty obou parametrit jsou uddvany v podobé

»pocet jadernych elementi/3 pl“ ,,pocet erytrocytt/3 pl*.

DEPTH- = FUCHS-
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Obr. 15: Fuchsova-Rosenthalova komirka pro vySetfeni poctu jadernych elementi a erytrocyti

V hrudnim vypotku

7.4 Prtiprava trvalého cytologického preparatu z hrudniho vypotku

Nejprve jsme centrifugaci separovali bunécéné slozky od tekuté slozky hrudniho
vypotku (55 X g, 8 minut, laboratorni teplota). Po zaschnuti bun¢k sedimentovanych
na podloznim skle jsme ve vSech piipadech pouzili pro rychlé barveni krevnich natér

modifikaci cytologického barveni dle Maye-Griinwalda, Hemacolor™ (Merck).
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Po barveni jsme cytologicky preparat oplachli demineralizovanou vodou a po
zaschnuti zamontovali Entellanem a krycim sklickem.
7.5 Odecet cytologického preparatu hrudniho vypotku

Odecet a zhodnoceni cytologickych preparati hrudniho vypotku provedl ve vSech
piipadech kvalifikovany laboratorni pracovnik na svételném mikroskopu Olympus BX40

pii zvétseni 400x.
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8 Stanoveni humoralnich parametri biochemickym
analyzatorem Cobas 6000® c501

Ve vSech vzorcich jsme stanovili latkové koncentrace glukosy a laktatu, katalytickou

koncentraci AST a vypocitali hodnotu KEB.

Metody méreni, jejich principy, pracovni roztoky, kalibratory, kontrolni material

a souvisejici vvpocty

Reagencie — pracovni roztoky pro stanoveni latkové koncentrace glukosy v hrudnich
vypotcich (Roche Diagnostics, Svycarsko)
e Roztok 1 - MES pufr o koncentraci 5 mmol/l a pH 6,0; Mg?* ionty o koncentraci
24 mmol/l; ATP: > 4,5 mmol/l; NADP*: > 7.0 mmol/l; konzervans
e Roztok 2 - hexokinasa (EC 2.7.1.1; z kvasinky): > 300 pkat/l; glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa (EC 1.1.1.49; z E. coli): > 300 pkat/l; konzervans
e Roztok 3 - HEPES pufr o koncentraci 200 mmol/l a pH 8,0; Mg ionty o koncentraci

4 mmol/I

Reagencie — pracovni roztoky pro stanoveni latkové koncentrace laktatu v hrudnich
vypotcich (Roche Diagnostics, Svycarsko)
e Roztok 1 - NADH+H" o koncentraci 1,75 mmol/l; askorbatoxidasa (EC
1.10.3.3; z okurky): 501 pkat/l; pufry, konzervans
e Roztok 2 - 4-aminoantipyrin o koncentraci 5 mmol/l; laktatoxidasa EC 1.1.3.2;
mikrobialni): 251pkat/l; kienova peroxidasa (EC 1.11.1.7): 410 pkat/l; pufry,

konzervans

Reagencie - pracovni roztoky pro stanoveni Kkatalytické koncentrace
aspartataminotranferasy v hrudnich vypotcich (Roche Diagnostics, Svycarsko)
e Roztok 1 - TRIS pufr o koncentraci 264 mmol/l a pH 7,8 (37 °C), L-aspartat
0 koncentraci 792 mmol/l; malatdehydrogenasa (EC 1.1.1.37; mikrobialni):
> 24 pkat/l; laktatdehydrogenasa EC 1.1.1.27; mikrobialni): > 48 pkat/1; 0,25% roztok
hovéziho albuminu; konzervans
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e Roztok 2 - Pyridoxalfosfat o koncentraci 730 umol/l; konzervans
e Roztok 3 - NADH (z kvasinky): > 1,7 mmol/l; 2-oxoglutarat o koncentraci 9 mmol/I;

konzervans

Kalibraéni soupravy pro analyticky systém Cobas 6000 c501
Kalibrator (Roche Diagnostics, Svycarsko) — lyofilizované lidské sérum se znamymi

koncentracemi vybranych analytu.

Kontrolni material pro analyticky systém Cobas 6000° c501 (Roche Diagnostics,
Svycarsko)
e Kontrolni material ClinCHem Multi 1 - lyofilizované lidské sérum se znamymi
koncentracemi vybranych analytl
e Kontrolni material ClinCHem Multi 2 - lyofilizované lidské sérum se znamymi

koncentracemi vybranych analytt

Principy metod

Stanoveni latkové koncentrace glukosy v hrudnich vypotcich

Glukosa je fosforylovana za katalyzy hexokinasou (HK) v ptitomnosti ATP a iontd
hote¢natych za vzniku glukosa-6-fosfatu (G-6-P) a ADP. Za katalyzy glukosa-6-
fosfatdehydrogenasy se G-6-P oxiduje na glukonat-6-fosfat za soub&zné redukce NAD"
na NADH+H", ktery absorbuje pii 340 nm.

Stanoveni latkové koncentrace laktdatu v hrudnich vypotcich

Laktat je za katalyzy laktatoxidasou oxidovan na pyruvat, dale vznika peroxid vodiku.
Koncentrace vzniklého peroxidu vodiku je pfimo uméma koncentraci laktatu. Vznikly
peroxid vodiku se vyuzije koxidaéni kopulaci 4-aminoantipyrinu s fenolem

na chinoniminové barvivo absorbujici pii 548 nm. Reakce je katalyzovana peroxidasou.

Stanoveni katalytické koncentrace AST v hrudnich vypotcich

AST katalyzuje pfenos aminoskupiny z L-aspartatu na 2-oxoglutardt za vzniku
oxalacetatu a L-glutamatu. Oxalacetat je za katalyzy malatdehydrogenasou redukovan
namalit za soubézné oxidace NADH+H' na NAD®. Rychlost ubytku koncentrace
NADH+H", ktery absorbuje pii 340 nm, je tmérn4 aktivité AST.
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9 Experimentalni Cast

Provedli jsme cytologicko-energetické vysetteni 1491 vzorkti hrudnich vypotki
doplnéné o stanoveni katalytické koncentrace AST u pacientil s riznym postizenim organti
dutiny hrudni z oddéleni hrudni chirurgie a z plicniho oddéleni Masarykovy nemocnice v Usti
nad Labem. Nasim cilem bylo specifikovat charakter zanétlivého procesu, ktery zpusobuje
nejrozsahlejsi poskozeni tkang. Charakter zancétu jsme urcili na zdkladé cytologicko-
energetického principu vysetfeni extravaskularnich t€lnich tekutin (Kelbich et al., 1998;
Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2013a,b; Kelbich et al., 2014a,b; Kelbich et al., 2015;
Kelbich et al., 2016; Kelbich et al., 2017). Rozsah strukturalniho poskozeni tkané jsme urcili
na zaklad¢ katalytické koncentrace AST v hrudnich vypotcich (Pechadn, 1989, Matuchovd,
2014).

Soubor vysetfenych vzorkti hrudnich vypotkd jsme rozdélili do 16 skupin podle
dominujicich imunokompetentnich bunék, tzn. neutrofilnich granulocytli, eosinofilnich
granulocytli, lymfocyti a monocytarné-makrofagickych elementi a lokalnich rozsaht
anaerobniho metabolismu vyjadfenych hodnotami KEB (Tab. 1). Hodnoty KEB < 10,0
ptedstavuji vysoky rozsah anaerobniho metabolismu v oblasti odbéru, obvykle odpovidajici
pfitomnosti razantniho zanétlivého procesu s oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocytii
v predmétné lokalité, hodnoty KEB = 10,0 az 15,0 tvofi hranici mezi razantnimi zanétlivymi
procesy s oxida¢nim vzplanutim profesiondlnich fagocyti a zanéty mirnéjSiho charakteru,
které souhrnné oznacujeme jako zanéty serosni. Hodnoty KEB = 15,0 az 28,0 odpovidaji
zvySenym energetickym naroklim aktivovaného imunitniho systému pfi serosnich zanétlivych
zménach v oblasti odbéru hrudniho vypotku a hodnoty KEB > 28,0 odpovidaji normalnim
energetickym pomérim v predmétné lokalité (Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2011;
Kelbich et al., 2013a; Kelbich et al., 2014a; Kelbich et al., 2016; Kelbich et al., 2017).

Zminéné skupiny hrudnich vypotkll jsme charakterizovali mediany a rozptyly
katalytické koncentrace AST a provedli jsme jejich porovnani neparametrickym Kruskal-
Wallisovym (K-W) testem (p < 0,05) spost-hoc vicenasobnym porovnanim p-hodnot.
Testovali jsme nulovou hypotézu Hy, Ze se distribu¢ni funkce jednotlivych vybért nelisi proti
alternativni hypotéze Hj, Ze se jejich distribu¢ni funkce lisi a pleurdlni vypotky s riznou

urovni Katalytické koncentrace AST pochazeji z odlisnych zakladnich soubort.
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na ptrevazujici imunokompetentni butiky a energetické poméry

Tab. 1: Mediany katalytické koncentrace AST v hrudnich vypotcich rozdélenych do skupin s ohledem

10,0<KEB <

150<KEB <

AST [pkat.]"] KEB < 10,0 150 280 KEB > 28,0
vy e pocet vzorki pocet vzorkl pocet vzorkl pocet vzorkl
prevazujici
imunokompetentni | median AST median AST median AST median AST
bunky (rozsah; pkat/l) | (rozsah; pkat/l) | (rozsah; pkat/l) | (rozsah; pkat/l)
n =352 n=31 n=117 n=126
neutrofilni 2,16 1,00 1,10 0,33
granulocyty
(0,05-100,17) | (0,17 —3,78) (0,13 -15,39) (0,04 - 4,11)
n=>5 n=0 n=10 n=22
eosinofilni
0,91 0,54 0,32
granulocyty
(0,27 —9,81) (0,24 - 1,18) (0,15-0,79)
n =56 n=15 n=145 n=415
lymfocyty 0,75 0,51 0,43 0,26
(0,16 — 28,20) (0,17 - 2,31) (0,08 -3,17) (0,05 - 3,55)
n=43 n==6 n=29 n=119
monocyty 0,94 0,54 0,48 0,23
(0,12 -9,31) (0,25 -1,61) (0,09 - 1,64) (0,02 - 3,31)
Legenda:

KEB = koeficient energetické bilance
AST = aspartataminotransferasa

n = pocet analyzovanych vzorkii hrudnich vypotkt
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Tab. 2: Porovnani katalytickych koncentraci AST ve vzorcich hrudnich vypotkd rozdélenych podle
prevazujicich imunokompetentnich bunék na riznych energetickych hladinach neparametrickym

Kruskal-Wallisovym testem (p < 0,05)

eosinofilni
statisticky vyznamny granulocyty lymfocyty monocyty
rozdil: p <0,05 (hodnoty p) (hodnoty p) (hodnoty p)
KEB < 10,0
neutrofilni granulocyty 0,550 < 0,001 < 0,001
eosinofilni granulocyty 1,000 1,000
lymfocyty 1,000 - 1,000
10,0 <KEB < 15,0
neutrofilni granulocyty — 0,032 0,344
eosinofilni granulocyty
lymfocyty 1,000
15,0 <KEB < 28,0
neutrofilni granulocyty 0,073 < 0,001 < 0,001
eosinofilni granulocyty 1,000 1,000
lymfocyty 1,000 1,000
KEB > 28,0
neutrofilni granulocyty 1,000 0,005 < 0,001
eosinofilni granulocyty 0,559 0,036
lymfocyty 0,559 0,056
Legenda:

KEB = koeficient energetické bilance
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Tab. 3: Porovnani katalytickych koncentraci AST mezi riznymi energetickymi hladinami ve vzorcich

hrudnich vypotkd rozdélenych podle ptevazujicich imunokompetentnich bun€k neparametrickym

Kruskal-Wallisovym testem (p < 0,05)

statisticky vyznamny 10,0 <KEB < 15,0 15,0 < KEB <28,0 KEB > 28,0
rozdil: p <0,05 (hodnoty p) (hodnoty p) (hodnoty p)
neutrofilni granulocyty
KEB <10,0 0,003 < 0,001 < 0,001
10,0 <KEB < 15,0 1,000 0,001
15,0 <KEB < 28,0 1,000 - <0,001
eosinofilni granulocyty
KEB < 10,0 1,000 0,094
10,0 <KEB < 15,0 — —
15,0 < KEB < 28,0 0,078
lymfocyty
KEB < 10,0 1,000 0,006 < 0,001
10,0 <KEB < 15,0 1,000 0,003
15,0 <KEB < 28,0 1,000 --- <0,001
monocyty
KEB <10,0 1,000 0,083 < 0,001
10,0 <KEB < 15,0 1,000 0,065
15,0 <KEB < 28,0 1,000 --- <0,001
Legenda:

KEB = koeficient energetické bilance
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10 Vysledky

10.1 Hodnoceni katalytické koncentrace AST v hrudnich vypotcich podle
prevazujicich imunokompetentnich elementt

Nejprve jsme porovnali katalytickou koncentraci AST na pfislusnych energetickych
urovnich vyjadienych odpovidajicimi hodnotami KEB ve skupinach hrudnich vypotkt

rozdélenych podle dominujicich imunokompetentnich bunék.

Na urovni vysokych rozsahii anaerobniho metabolismu vyjadienych hodnotami
KEB < 10,0 jsme zjistili Kruskal-Wallisovym testem (K-W) na 5% hladiné vyznamnosti
statisticky vyznamné vyssi katalytickou koncentraci AST v hrudnich vypotcich s dominujicim
vyskytem neutrofilnich granulocyti oproti hrudnim vypotkliim s dominujici pfitomnosti
lymfocytarnich elementi a hrudnim vypotkiim s dominujici pfitomnosti monocytarné-
makrofagickych elementi. Mezi ostatnimi skupinami hrudnich vypotkl jsme statisticky

vyznamné rozdily nenalezli (Tab. 2).

Na energetické trovni odpovidajici pfechodu mezi razantnimi zanéty s oxida¢nim
vzplanutim profesionalnich fagocyti a méné intenzivnimi serosnimi zanéty vyjadiené
hodnotami 10,0 < KEB < 15,0 jsme zjistili K-W testem na 5% hladiné vyznamnosti statisticky
vyznamng¢ vyssi katalytickou koncentraci AST v hrudnich vypotcich s dominujicim vyskytem
neutrofilnich granulocytl oproti hrudnim vypotkiim s dominujici pfitomnosti lymfocytarnich
elementll. Mezi ostatnimi skupinami hrudnich vypotkl jsme statisticky vyznamné rozdily

nenalezli (Tab. 2).

Na energetické urovni odpovidajici zvySenym energetickym ndrokiim aktivovaného
imunitniho systému pfi serosnich zanétlivych zménach v hrudni dutin€ vyjadiené hodnotami
15,0 <KEB < 28,0 jsme zjistili K-W testem na 5% hladin¢ statisticky vyznamné vyssi
katalytickou koncentraci AST v hrudnich vypotcich s dominujicim vyskytem neutrofilnich
granulocytd oproti hrudnim vypotkim s dominujici pfitomnosti lymfocytarnich elementt
a oproti hrudnim vypotkiim s dominujici pfitomnosti monocytarné-makrofagickych element.

Mezi ostatnimi skupinami hrudnich vypotkl jsme statisticky vyznamné rozdily nenalezli
(Tab. 2).

Na trovni odpovidajici normalnim energetickym pomériim v hrudni dutin€ vyjadiené

hodnotami KEB >28,0 jsme zjistili K-W testem na 5% hlading statisticky vyznamné vyssi
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katalytickou koncentraci AST v hrudnich vypotcich s dominujicim vyskytem neutrofilnich
granulocytd oproti hrudnim vypotkim s dominujici pfitomnosti lymfocytarnich elementt
a oproti hrudnim vypotktim s dominujici pfitomnosti monocytarné-makrofagickych elementi
a dale pak statisticky vyznamné vys$i katalytickou koncentraci AST v hrudnich vypotcich
s dominujicim vyskytem eosinofilnich granulocytii oproti hrudnim vypotkiim s dominujici
pfitomnosti monocytarné-makrofagickych elementl. Mezi ostatnimi skupinami hrudnich

vypotki jsme statisticky vyznamné rozdily nenalezli (Tab. 2).

10.2 Hodnoceni katalytické koncentrace AST v hrudnich vypotcich podle
energetickych poméra

Dalsi hodnoceni katalytické koncentrace AST jsme provedli s ohledem na dominujici

vyskyt prislusnych imunokompetenentich bunék v hrudnich vypotcich podle ménicich

se energetickych poméri vyjadienych piislusnymi hodnotami KEB.

U hrudnich vypotk s dominujicim vyskytem neutrofilnich granulocytt jsme zjistili
K-W testem na 5% hladiné statisticky vyznamné vys$si katalytickou koncentraci AST
Vv ptipadech vysokych rozsahti anaerobniho metabolismu vyjadienych hodnotami KEB < 10,0
oproti hrani¢nim energetickym pomériim mezi razantnimi zanéty s oxidaénim vzplanutim
profesionalnich fagocytti vyjadfenym hodnotami 10,0 < KEB < 15,0, oproti zvySenym
energetickym narokiim aktivovaného imunitniho systému pii serosnich zanétlivych zménach
vyjaditenym hodnotami 15,0 < KEB < 28,0 a oproti normdlnim energetickym pomeérim
vyjadfenym hodnotami KEB > 28,0 (Tab. 3). U hrudnich vypotkid s dominujicim vyskytem
neutrofilnich granulocytli jsme dale zjistili statisticky vyznamné vysS$i katalytickou
koncentraci AST ve skupin¢ hrani¢nich energetickych poméri mezi razantnimi zanéty
s oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocyti vyjadienymi hodnotami 10,0 < KEB < 15,0
a normalnimi energetickymi poméry vyjadifenymi hodnotami KEB > 28,0 a také statisticky
vyznamné vys§i katalytickou koncentraci AST vV pfipadé vySSich rozsahd anaerobniho
metabolismu odpovidajicich vy$§im energetickym narokim aktivovaného imunitniho systému
pii serosnich zanétlivych zménach vyjadienych hodnotami 15,0 < KEB < 28,0 oproti
normalnim energetickym pomérum vyjadienym hodnotami KEB > 28,0 (Tab. 3). Mezi
hrudnimi vypotky s dominujicim vyskytem neutrofilnich granulocyti a hodnotami 10,0 <
KEB < 15,0 a hodnotami 15,0 < KEB < 28,0 jsme statisticky vyznamné rozdily v katalytické

koncentraci AST neprokazali (Tab. 3).
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U hrudnich vypotkti s dominujicim vyskytem eosinofilnich granulocytli jsme mezi
riznymi energetickymi Grovnémi vyjadfenymi hodnotami KEB < 10,0, 15,0 < KEB < 28,0
a KEB > 28,0 pii testovani K-W testem statisticky vyznamné rozdily nezjistili (Tab. 3).

U hrudnich vypotkli s dominujicim vyskytem lymfocytarnich elementl jsme
pfi testovani K-W testem zjistili statisticky vyznamné vyssi katalytickou koncentraci AST
ve skupiné vysokych rozsahti anaerobniho metabolismu odpovidajicich pfitomnosti
razantniho zanétu s oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocytli vyjadienych hodnotami
KEB < 10,0 oproti skupinam s niz§im rozsahem anaerobniho metabolismu vyjadifeném
hodnotami 15,0 < KEB <28,0 a KEB > 28,0 (Tab. 3). Dale jsme zjistili statisticky vyznamné
vy$si katalytickou koncentraci AST ve skupiné hrani¢nich rozsahti anaerobniho metabolismu
mezi razantnimi zanéty S oxida¢nim vzplanutim profesionalnich fagocytli a serosnimi zanéty
vyjadfenych hodnotami 10,0 < KEB < 15,0 a také ve skupin¢ serosnich zanétl vyjadienych
hodnotami 15,0 < KEB < 28,0 oproti normalnim energetickym pomérim vyjadienym
hodnotami KEB > 28,0 (Tab. 3). Mezi ostatnimi energetickymi hladinami jsme statisticky

vyznamné rozdily nenalezli (Tab. 3).

U hrudnich vypotka s dominujicim vyskytem monocytarné-makrofagickych elementt
jsme pii testovani K-W testem zjistili statisticky vyznamné zvysenou katalytickou koncentraci
AST u hrudnich vypotkt s vysokymi rozsahy anaerobniho metabolismu na trovni razantnich
zanétl s oxidacnim vzplanutim profesionalnich fagocytii vyjadienych hodnotami KEB < 10,0
au pleurdlnich vypotkli se zvySenymi rozsahy anaerobniho metabolismu na urovni
odpovidajici zvySenym energetickym narokim aktivovaného imunitniho systému
pfi serosnich zanétlivych zménach vyjadifenych hodnotami 15,0 < KEB < 28,0 oproti
pleurdlnim vypotkiim s normalnimi energetickymi poméry vyjadfenymi hodnotami KEB >
28,0 (Tab. 3).
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11 Diskuse

Na zéklad¢ cytologicko-energetického rozboru 1491 vzorkt hrudnich vypotk

charakterizujeme procesy v hrudni duting:

1. Prevazujici vyskyt neutrofilnich granulocyti a vysoky rozsah anaerobniho
metabolismu (KEB < 10,0).

Nositeli zanétlivé reakce jsou neutrofilni granulocyty. Vysoky rozsah anaerobniho
metabolismu v hrudnim vypotku odpovida jejich oxidaénimu vzplanuti. Tento stav
je oznaCovan jako purulentni zanétlivy proces a jeho obvyklou pfi¢inou je infekce
extracelularnimi bakteriemi. Katalyticka koncentrace AST v hrudnich vypotcich vyznamné
pfevySuje vSechny ostatni skupiny a odpovida tak vyznamné tendenci purulentniho zanétu
poskozovat tkan (Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2011; Kelbich et al., 2014a; Krejsek
a Kopecky, 2004; Krejsek et al., 2016; Horejsi a Bartunkovd, 2009; Matuchovd, 2014).

Praveé do této skupiny nalezi vS§echny ptipady plnohodnotnych hrudnich empyémt.

2. Prevazujici vyskyt neutrofilnich granulocyti a rozsah anaerobniho metabolismu
na virovni prechodu mezi razantnimi zanéty s oxidaénim vzplanutim profesionalnich
fagocytu a serosnimi zanéty v hrudni dutiné (10,0 < KEB < 15,0).

Nositeli zanétlivé reakce jsou opét neutrofilni granulocyty. Jeji intenzita je ale nizsi

a tvoii pfechod mezi mirnymi serosnimi zadnéty ve smyslu preventivni protekce se zvySenym

zanétu pak odpovida v porovnani s 1. skupinou podstatné niz§i rozsah poskozeni tkané

vyjadieny statisticky vyznamné niz$i katalytickou koncentraci AST.

3. Prevazujici vyskyt neutrofilnich granulocyti a zvySeny rozsah anaerobniho
metabolismu na urovni zvySenych energetickych naroki aktivovaného imunitniho
systému p¥i serosnich zanétlivych zménach v hrudni dutiné (15,0 < KEB < 28,0).

Setkavame se zde jednak s pfipady mobilizace neutrofilnich granulocyti ve smyslu

preventivni protekce, tzn. zvySeného rizika vzplanuti purulentniho zan&tu, nebo

s regredujicimi zdnéty, které svymi parametry jiz nespliiuji kritéria purulentniho zanétu

(Kelbich et al., 2007; Kelbich et al., 2017). Rovnéz v této skupiné dosahuje katalyticka
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koncentrace AST Vv hrudnich vypotcich V porovnani se skupinou purulentnich zanétt
vyznamné niz§ich urovni, coz odpovida podstatné niz§im rozsahtim destrukce tkan¢ v hrudni

dutiné.

4. Prevazujici vyskyt neutrofilnich granulocytii a normalni energetické poméry
V hrudni dutiné (KEB > 28,0).

Tuto skupinu lze charakterizovat jako absenci zanétlivych zmén, piip. jako mirné
lokalni serosni zanétlivé zmény V hrudni dutiné. ZvySena piitomnost neutrofilnich
granulocytil reprezentuje mobilizaci nespecifické imunity a obvykle je oznacovéana jako
preventivni protekce se zvySenym rizikem vzplanuti purulentniho zanétu (Kelbich et al.,
2007; Kelbich et al., 2017). Absence vyrazné&jSich zanétlivych zmén koreluje s nizkou
katalytickou koncentraci AST, ktera nenasvédcuje vyznamnéj$imu poSkozeni tkané

Vv pfedmétné lokalité.

5. Prevazujici vyskyt eosinofilnich granulocytii v celém rozsahu energetickych poméri
od vyrazné anaerobniho metabolismu (KEB < 10,0) aZ po normalni energetické
poméry (KEB > 28,0) v hrudni dutiné.

V nasem souboru vysetfenych hrudnich vypotkti nehraji ani pii dominujicim
zastoupeni eosinofilni granulocyty pfesvédcivou tlohu efektorovych bunck zanétu, ale spise
imunokompetentnich bun¢k podilejicich se zasadnim zplisobem na reparaci a regeneraci tkané
(Krejsek a Kopecky, 2004). Z toho vyplyva, ze pozorované energetické zmény nejdou na vrub
eosinofilnich granulocytli, ale spiSe bunék, které jsou nositeli ptisluSného zanétlivého
procesu. Vzhledem k malému poctu ptipadi s pfevahou eosinofilnich granulocytid v nasem
souboru vySetfenych hrudnich vypotkli jsme neprokazali statisticky vyznamny rozdil
katalytick¢ koncentrace AST mezi zadnou z energetickych twrovni. Presto je ale trend
zvySujiciho se rozsahu tkanového poskozeni spolu s nartstajici intenzitou lokalniho

zanétlivého procesu patrny i v téchto piipadech.

6. Prevazujici vyskyt lymfocytarnich elementi a vysoky rozsah anaerobniho
metabolismu v hrudni dutiné (KEB < 10,0).

Lymfocyty lze povazovat za efektorové buinky zanétlivého procesu. Na turovni

svételné mikroskopie jsou morfologicky uniformni, ale funkéné tvofi rozmanitou skupinu
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imunokompetentnich buné¢k. Jejich pfevazujici vyskyt v hrudnich vypotcich pfi soucasném
vysokém rozsahu anaerobniho metabolismu Ize interpretovat jako amplifikované a aktivované
CD4+ Thl lymfocyty produkujici interferon y s vyusténim v razantni zanét s oxida¢nim
vzplanutim makrofagii s obvyklou tucasti intracelularnich bakterii, mykotickych agens
¢i nadorového procesu v patogenezi. Na rozdil od purulentniho zanétu nenabyva co do poctu
bun¢k oxidacni vzplanuti makrofagh takového rozsahu, coz se projevuje na podstatné mensim
lokalnim poskozeni tkané s vyznamné nizSimi hodnotami Kkatalytické koncentrace AST

V hrudnich vypotcich.

7. Prevazujici vyskyt lymfocytirnich elementii a zvySeny rozsah anaerobniho
metabolismu na drovni zvySenych energetickych narokii aktivovaného imunitniho
systému pri serosnich zanétlivych zménach Vv hrudnich vypotcich (15,0 < KEB <
28,0).

Zpravidla se jednad o protilatkovou zanétlivou odpovéd’, v niz hraji klicovou ulohu

B lymfocyty, nebo o cytotoxickou zanétlivou reakci s vyznamnym postavenim cytotoxickych

elementi, tzn. NK buné¢k ¢i CD8+ Tc lymfocytl. O tom, Ze tyto zanéty probihaji s podstatné

mensi razanci a mensim negativnim dopadem na tkan, svéd¢i vyznamné nizsi rozsahy lokalni
destrukce tkané reprezentované vyznamné niz$i katalytickou koncentraci AST V hrudnich
vypotcich, zejména piiporovnani s piipady razantnich zanétli s oxidaénim vzplanutim

profesiondlnich fagocyti.

8. Prevazujici vyskyt lymfocytarnich elementi a normalni energetické poméry
Vv hrudnich vypotcich (KEB > 28,0).
Zpravidla se jedna o normalni laboratorni obraz hrudnich vypotki, pifes reaktivni
zmény az po mirnou a energeticky nendroCnou zanétlivou odpovéd protilatkového
¢i cytotoxického charakteru. Absenci ¢i nizké intenzité zanétu odpovida nizka katalyticka

koncentrace AST nenasvédcujici vyraznéjsimu lokalnimu poskozeni tkan¢.
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9. Prevazujici vyskyt monocytiarné-makrofagickych elementi V celém rozsahu
energetickych poméria od vyrazné anaerobniho metabolismu (KEB < 10,0)
az po normalni energetické poméry (KEB > 28,0) v hrudnich vypotcich.

Mezi ptipady s pifevazujicim vyskytem lymfocytarnich a  monocytarné-
makrofagickych elementi v hrudnich vypotcich 1ze konstatovat znaénou podobnost. Na zadné
energetické Urovni nebyl mezi témito skupinami zji§tén statisticky vyznamny rozdil
v katalytické koncentraci AST, ktery by svéd¢il pro vyraznéjsi odliSnosti v lokalnim dopadu
probihajicich imunitnich procesii na tkan. Ve skupin¢ serosnich zanéta (15,0 < KEB < 28,0)
a ve skupin€ normalnich energetickych poméri (KEB > 28,0) v hrudni dutiné ptedpokladame
ucast monocytarné-makrofagickych elementli pfedev§im na uklidové reakci, ale nikoliv

na samotné zanétlivé odpovedi.

Ve skupin€¢ vysokych rozsahti anaerobniho metabolismu (KEB < 10,0, pfip.
10,0 <KEB < 15,0), jde hojna uc¢ast monocytarné-makrofagickych elementti ¢astecné na vrub
postinflamatorni tiklidové reakce. V téchto ptipadech nelze povazovat tyto imunokompetentni
buiiky za pfi¢inu energetickych zmén a ani tkdnového poskozeni. Vyznamnou c¢ast ptipada
ale tvofi jiz zminované razantni zanéty s oxidacnim vzplanutim makrofagii s obvyklou casti
intracelularnich bakterii, mykotickych agens & nadorového procesu v patogenezi. Casngjsi
faze zanétu byvaji reprezentovany hojnou piitomnosti CD4+ Thl lymfocytd v hrudnich
vypotcich. S postupem casu se ale do extravaskularni tekutiny uvoliuji z tkané aktivované
monocytarné-makrofagické elementy, které plni tlohu efektorovych bun¢k zanétu a které jsou
pti¢inou pozorovanych energetickych zmén a poskozeni tkané (Krejsek a Kopecky, 2004,

Horejsi a Bartunkova, 2009; Kelbich et al., 2013a; Kelbich et al., 2014a).

11.1 Zhodnoceni oxida¢niho stresu u pacientlt s hrudnimi empyémy

ZavrSenim této studie mélo byt meéfeni vybranych parametrli oxidacniho stresu
V hrudnich vypotcich pacienti s hrudnimi empyémy. Jednalo se piedev§im o ukazatele
lipoperoxidace, tedy malondialdehyd, 4-hydroxy-2-nonenal, pfipadné formaldehyd,
acetaldehyd a propionaldehyd a nékteré antioxidanty, zejména glutathion/glutathiondisulfid,
kyselinu moc¢ovou, kyselinu askorbovou, a-tokoferol a B-karoten (Ayala et al., 2014; Catald,
2009; Gutteridge, 1995).
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V pribéhu prace se ale vyskytly technické problémy v preanalytické fazi, které
znemoznily spolehlivé provedeni téchto meétfeni. Jednalo se predevSim o nedostatky
pfi striktni stabilizaci vzorkd hrudnich vypotka bezprostfedné po odbéru a dale pak pii jejich
odpovidajicim zaji§téni béhem dopravy z Masarykovy nemocnice v Usti nad Labem

na Chemicko-technologickou fakultu University Pardubice.

Navzdory zminénym nedostatkim povaZujeme studii za piinosnou, nebot’ se stala
zasadnim podnétem pro zménu organizace prace se vzorky hrudnich punktati bezprosttedné
po jejich odbéru, pro podstatné lepsi zajisténi pii jejich dlouhodobéjsim uchovéavani
a pro jejich patfiéné zajisténi béhem dopravy z Usti nad Labem do Pardubic.

Dale jsme v ramci studie charakterizovali cytologicko-energetickym vysetfenim 1491
hrudnich vypotkll zanétlivé zmény v dutiné hrudni a zhodnotili jejich poskozujici dopad
na pfilehlou tkan. Tim jsme na zakladé¢ provedeného experimentu jasngji definovali

vychodiska pro nasledny vyzkum v této oblasti.
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12 ZAVER

V ramci studie jsme provedli cytologicko-energetické vysetieni a stanoveni
katalytické koncentrace aspartataminotransferasy u 1491 vzorkd hrudnich vypotkid
od pacienti s postizenim organt dutiny hrudni. Na zakladé¢ ziskanych vysledkd jsme
charakterizovali zanétlivé procesy v dutiné hrudni a specifikovali jejich poskozujici dopad
na ptilehlou tkan. Nejneptiznivéjsi dopad jsme zjistili u razantniho zanétu s oxida¢nim
vzplanutim neutrofilnich granulocytl, tedy u zanétu purulentniho charakteru dominujiciho
V patogenezi hrudnich empyému. Tim jsme experimentalné potvrdili pfedpoklad nepiiznivého
dopadu tohoto zanctu snejveétsi produkci vysoce reaktivnich kyslikovych radikalt
na organismus. Z technickych divodi v preanalytické fazi jsme ale nebyli schopni méteni
urovné vybranych parametrii oxidac¢niho stresu v hrudnich vypotcich u pacienti s hrudnimi
empyémy provést. Pfesto povazujeme pro dalsi vyzkum v oblasti oxida¢niho stresu u pacienti
S hrudnimi empyémy vysledky této studie za velmi vyznamné. Na jejich zdklad€ jsme nyni
schopni patfi¢né korigovat nedostatky v preanalytické fazi a technickém zabezpeceni projektu
a dale pak presnéji definovat skupiny pacientti pro dalsi vyzkum v této oblasti:

1. Pacienti s purulentnimi zanéty v hrudni duting.

2. Pacienti s vyznamnou pfitomnosti neutrofilnich granulocytl, ale s malo intenzivnimi
zanéty tzv. serosniho charakteru ¢i reaktivnimi zménami v hrudni dutiné.

3. Pacienti s razantnimi zanéty s oxidacnim vzplanutim makrofagti v hrudni duting.

4. Pacienti svyznamnou pfitomnosti lymfocytarnich ¢i monocytarné-makrofagickych
elementdl, ale smalo intenzivnimi zanéty tzv. serosniho charakteru ¢i reaktivnimi

zmeénami v hrudni dutiné.
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