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1  Úvod

   Onemocnění pleury jsou častou pneumologickou problematikou, ale nejčastějším projevem - pleurálním výpotkem se v praxi setkávají praktičtí lékaři, internisté i lékaři dalších odborností. Etiologické spektrum onemocnění pleury je velmi široké a zahrnuje kromě primárního postižení respiračního systému řadu příčin kardiovaskulárních, onkologických, gastroenterologických, renálních, endokrinních, gynekologických, metabolických, iatrogenních a traumatických. Diagnostika a léčba těchto postižení je tedy široká a obtížná, vyžadující často multidisciplinární spolupráci.    

   Přes veškeré diagnostické pokroky v oblasti laboratorních, zobrazovacích a dalších speciálních metod zůstává i po komplexním vyšetření příčina 10-15% všech pleurálních výpotků nejasná. Řada postižení pleury je benigního a krátkodobého charakteru, na druhé straně má mnoho těchto chorob závažný a protrahovaný průběh s nejasnou nebo špatnou prognózou a nemusí se jednat pouze o onemocnění onkologická. Zvláštní postavení mezi onemocněními pleury má primární maligní tumor pleury, maligní mezoteliom pleury. Jde o poměrně vzácný, ale vysoce agresivní nádor, který má jasný etiologický vztah k expozici azbestu. Tento tumor je léčebně těžko ovlivnitelný a jeho prognóza není i přes pokroky v terapii dobrá. Diagnostika je většinou pozdní a opírá se i histologický průkaz nádorových změn. Doposud chybí spolehlivý biomarker, který by signalizoval maligní zvrat, což by bylo potřebné zvláště u osob v expozici azbestu.   
    Cílem práce je pokusit se určit význam mezotelinu pro osoby exponované azbestu či osoby s azbestem indukovanými onemocněními z hlediska rizika vzniku mezoteliomu pleury
a zhodnotit význam mezotelinu v rámci diagnostiky nejasných pleurálních výpotků, obzvláště ve vztahu k mezoteliomu pleury. 
2  Souhrn teoretických poznatků
2.1  Pleura

2.1.1  Anatomie pleury
   Pleura je lesklá průhledná serózní blána. Ohraničuje pleurální dutinu, která je přibližně 10 až 20 µm široká a obkružuje celou plíci až k plicním hilům [1]. Povrch pleury u dospělého člověka činí přibližně 4000 cm2. Pleura se skládá z viscerální pleury (poplicnice) a parietální pleury (pohrudnice). V oblasti plicních hilů a ligamentum pulmonale přechází viscerální pleura do pleury parietální. 
   Viscerální pleura zcela pokrývá povrch obou plic včetně interlobárních fissur. Je přibližně 20 až 80 µm široká a je složena z vrstvy mezotelií a subpleurální vrstvy pojivové tkáně [2]. Šířka viscerální pleury je největší v kaudálních oblastech plic a nejtenčí v kraniálních oblastech plic. Subpleurální pojivová tkáň obsahuje kolagen, elastin, kapiláry bronchiálních arterií (kapiláry nutričního plicního cévního systému drénované do plicních žil) a subpleurální lymfatické cévy, které ale nejsou v kontaktu s pleurální dutinou. Důležité je, že kapiláry a lymfatické cévy viscerální pleury jsou od pleurální dutiny vzdáleny více než je tomu u parietální pleury (20 až 50 µm vs. 10 až 12 µm). 
   Parietální pleura se skládá z několika částí. Jako kostální pleura pokrývá vnitřní povrch hrudní stěny, zde nasedá na endotorakální fascii. Z horní hrudní apertury pokračuje parietální pleura kraniálně jako cupula pleurae, která navazuje na Sibsonovu fascii. Bránici pokrývá diafragmatická pleura, která je s ní pevně spojena ve frenikopleurální fascii. Mediastinální pleura pak pokrývá mediastinum a je v kontaktu s jeho strukturami [3]. Parietální pleura je široká přibližně 30 až 40 µm a skládá se z povrchové vrstvy mezotelií a subpleurální vrstvy pojivové tkáně, v které jsou uloženy větve interkostálních, diafragmatických a mediastinálních cév, dále nervy a lymfatické cévy. Nejzajímavější a nezvyklou součástí parietální pleury jsou lymfatická stomata. Tato stomata mají průměr 2 až 6 µm a jsou otevřena do pleurální dutiny [4]. Každé stoma tvoří otvor v jinak souvislé vrstvě mezoteliálních buněk, které jsou v těchto místech propojeny s endoteliálními buňkami lymfatických cév. Jejich průměr se zvětšuje s expanzí plíce během nádechu. Mimo těchto stomat tvoří lymfatické cévy v parietální pleuře tzv. lakuny, odkud odchází lymfa do interkostálních lymfatických trunků a dále do parasternálních a paraaortálních lymfatických uzlin. 
   Souvislou povrchovou vrstvu pleury tvoři mezoteliální buňky. Nejsou specifické pouze pro pleuru, ale ohraničují i perikardiální a peritoneální prostor, tedy struktury vzniklé derivací z původní embryonální coelomové dutiny. Mezoteliální buňky jsou vysoké 1 až 4 µm a na svém povrchu tvoří mikroklky vysoké až 3 µm [2]. Mezoteliální buňky mají řadu různých funkcí [5,6,7,8]. Produkují řadu extracelulárních matrixových molekul, součástí subpleurální pojivové tkáně jako jsou fosfolipidy a glykoproteiny bohaté na kyselinu hyaluronovou, mohou mít  funkci jako zánětlivé buňky řídící pohyb jiných zánětlivých buněk do pleurální dutiny uvolňováním různých cytokinů a expresí adhezivních molekul, aktivují fibroblasty, přispívají k rovnováze prokoagulačních a fibrinolytických procesů v pleurální dutině a mají schopnost fagocytózy. Nejsou důkazy o aktivní transportní roli mezotelií v tvorbě či odtoku tekutiny z pleurální dutiny. Naopak dobrá propustnost mezoteliální vrstvy pro tekutiny a proteiny naznačuje jejich pasivní roli v koloběhu tekutin a proteinů, čehož je úspěšně využíváno v peritoneální dialýze. 
2.1.2  Fyziologie pleury

   Fyziologický význam pleurální dutiny je nejasný. Není pro život nezbytná, nemocní po pleurektomii nemají žádné obtíže ani funkčně  prokazatelnou ventilační či respirační poruchu [3]. V pleurální dutině je negativní tlak, který zajišťuje, že plíce v nádechu následuje rozpínající se hrudník. Tento negativní tlak kolísá s dechovým cyklem, na konci klidného výdechu je -3 cm H2O v klidném nádechu dále klesá (-6 cm H2O).  
  Fyziologický objem tekutiny v pleurální dutině je malý, přibližně 0,1 až 0,2 ml/kg u různých druhů živočichů. U lidí je za fyziologických okolností v jedné pleurální dutině asi 8,4 ml pleurální tekutiny,  tedy 0,26 ml/kg [9]. Počet leukocytů v pleurální tekutině je přibližně 1700/mm3, převažují makrofágy, kterých je kolem 75% a lymfocyty (okolo 23%). Pleurální tekutina je hypoonkotická s tlakem 3-5 cm H2O, množství bílkovin je přibližně 10 g/l (kolem 15% plazmatické koncentrace bílkovin). pH pleurální tekutiny je 7,60 až 7,64 díky vysokému obsahu bikarbonátů. Hladina laktátdehydrogenázy (LDH) v pleurální tekutině je < 50% plazmatické hladiny LDH. Hladina glukózy v pleurální tekutině je díky volné difuzi glukózy  přes pleurální membránu ekvivalentní glykémii [10]. Pleurální tekutina slouží jako lubrikant usnadňující pohyb obou částí pleury proti sobě během dechového cyklu [11].
   Podle současného konsensu vzniká pleurální tekutina ultrafiltrací z vysokotlakových pleurálních systémových cév (je jejich intersticiální tekutinou), nikoliv z nízkotlakových plicních cév. Část tohoto ultrafiltrátu je reabsorbována nízkotlakovými postkapilárními venulami, další část je odstraněna cestou lokálních lymfatických cév. Vzhledem k odlišné anatomii viscerální a parietální pleury se předpokládá, že za fyziologických okolností má dominantní podíl na obratu pleurální tekutiny parietální pleura [12]. Jako důvody jsou uváděny menší vzdálenost cév parietální pleury od pleurální dutiny než je tomu u viscerální pleury (10 až 12 µm vs.20 až 50 µm), vyšší filtrační tlak cév parietální pleury než cév viscerální pleury a shodná anatomie a tloušťka parietální pleury u různých živočichů, zatímco viscerální pleura je anatomicky velmi variabilní. Tvorba pleurální tekutiny je závislá na rovnováze mezi tlakem hydrostatickým a onkotickým. Množství vytvořené pleurální tekutiny je přibližně 0,01 až 0,02 ml/kg/hod, což je cca 11% celkového objemu pleurální tekutiny. 
   Za normálních okolností odpovídá absorpce pleurální tekutiny její tvorbě. Při zvýšené tvorbě pleurální tekutiny se ale může její absorpce zvýšit několikanásobně až na hodnoty 0,22 až 0,28 ml/kg/hod [13]. Důkazy svědčí pro tvrzení, že pleurální tekutina je z pleurální dutiny absorbována cestou lymfatických stomat parietální pleury [14]. Dalšími faktory, které se ale pouze minoritně podílí na obratu pleurální tekutiny je intrapleurální tlak, který je nižší než intersticiální tlak v pleurálních tkáni, zvýšená propustnost pleurální membrány pro tekutiny a bílkoviny a proudění lymfy v lymfatických cévách které je ovlivněno vnitřně kontraktilitou lymfatických cév a zevně dýchacími pohyby.  
2.1.3  Patologie a patofyziologie pleury
  Patologický proces může postihnout jednu nebo obě pleurální dutiny, celou dutinu nebo její část. Příčinou může být trauma, krvácení, infekční nebo neinfekční zánět, primární či sekundární nádor, systémové postižení, iatrogenní poškození včetně polékového či postradiačního, vrozená porucha a vliv zevního prostředí (např. azbest). Inzult může být lokální vycházející z pleurální dutiny nebo jejího okolí, a to plíce, hrudní stěny, páteře, mediastina, bránice, subfrenického prostoru, vzdálený (nejčastěji metastatické postižení při nádorovém procesu) nebo může jí o systémovou příčinu. V pleurální dutině bývá přítomen patologický obsah. Může se jednat o vzduch (pneumotorax), tekutinu (fluidotorax), vazivo (fibrotorax), fibrinové hmoty (pleuritis sicca), nádorové hmoty nebo cizí těleso. Patologické nálezy se mohou kombinovat, např. fluidopneumotorax. Podle charakteru tekutiny se fluidotorax dělí na hydrotorax (serózní tekutina), hemotorax (krev), empyém (hnis), chylotorax (lymfa), urinotorax (moč) a cholotorax (žluč). Fibrotorax může být doprovázen kalcifikacemi (pleuritis calcarea). Pleurální tekutina může být také patologickým procesem zcela obliterována. Přítomnost patologického obsahu v pleurální tekutině může způsobit restrikční ventilační poruchu při kompresivní atelektáze tlakem výpotku nebo při pneumotoraxu. Může dojít k poruše roztažitelnosti plíce při fibrózním postižení viscerální pleury fixované výpotkem („neeexpandibilní plíce“, „trapped lung“) nebo porušené hybnosti hrudní stěny při oboustranném fibrotoraxu. Může dojít také k postižení respirace patologickým poměrem ventilace a perfuze (V/Q), funkčním pravolevým zkratem či alveolární hypoventilací.      

   Tekutina v pleurální dutině (pleurální výpotek) je zapříčiněna buď zvýšenou tvorbou tekutiny překračující absorpční kapacitu pleury (maximálně 700 ml/den) nebo sníženou pleurální absorpcí tekutiny či kombinací obou těchto faktorů (tab. č.1). Patofyziologických mechanismů, které se podílejí na zvýšené tvorbě tekutiny a/nebo snížení pleurální absorpce tekutiny existuje celá řada [15].
Tab. č. 1: patofyziologické příčiny pleurálního výpotku

1/ zvýšená tvorba pleurální tekutiny překračující absorpční kapacitu pleury 
    a) zvýšení kapilárního hydrostatického tlaku v systémové nebo plicní cirkulaci (srdeční selhávání, syndrom horní duté žíly)

    b) snížení intravaskulárního onkotického tlaku (hypalbuminémie, jaterní selhání)
    c) snížení intrapleurálního tlaku zabraňující plné expanzi plíce (atelektáza)

    d) alterace permeability pleurální membrány (zánět, malignita, plicní embolie)

    e) zvýšení permeability kapilár nebo disrupce cévy (zánět, malignita, trauma, plicní infarkt, léková hypersenzitivita, urémie, pankreatitida)

    f) přesun plicní intersticiální tekutiny přes viscerální plesuru (plicní edém)

    g) přesun tekutiny z peritoneální dutiny (ascites)

    h) patologická komunikace (píštěl)
    i) perzistující vzrůst onkotického tlaku pleurální tekutiny u již existujícího pleurálního výpotku, způsobující hromadění další pleurální tekutiny 
2/ snížená pleurální absorpce
        postižení lymfatické drenáže (malignity) 

3/ kombinace obou faktorů
   Množství tekutiny filtrované z cév závisí na rovnováze hydrostatických a onkotických sil na semipermeabilní membráně [1]. Pokud se endoteliální membrána stane propustnější pro tekutinu a bílkoviny, dochází k následně ke zvýšenému extravaskulárnímu přesunu tekutiny bohaté na bílkoviny. Ale protože absorpce pleurální tekutiny neovlivňuje koncentraci bílkovin v pleurální tekutině, svědčí v tomto případě vysoký obsah bílkovin v pleurální tekutině pro zvýšenou cévní permeabilitu jako příčinu pleurálního výpotku. Příčinou pleurálního výpotku může být zvýšení systémového žilního tlaku (v případě postižení parietální pleury) nebo zvýšení bronchiálního žilního tlaku (v případě postižení viscerální pleury). V těchto případech není postižení permeabilita cévní stěny a proto je koncentrace bílkovin v pleurální tekutině nižší než za fyziologických okolností (poměr bílkoviny ve výpotku ku bílkovině v plazmě je 

<0,15). Většina pleurálních výpotků způsobených zvýšeným intravaskulárním tlakem má ale poměr bílkoviny ve výpotku ku bílkovině v plazmě vyšší (0,4-0,5). To svědčí proto, že většina pleurální tekutiny pochází z jiného zdroje než  systémové cirkulace pleury. Pravděpodobně jde o cévy nesystémového krevního oběhu v blízkosti pleurálního prostoru, jmenovitě pulmonální oběh plic. Proto je intersticiální plicní edém pravděpodobním zdrojem většinou hydrostatických pleurálních výpotků [16]. 

   Pokles pleurálního tlaku, viditelný napřiklad u velké atelaktázy, může také narušit rovnováhu hydrostatických a onkotických sil na semipermeabilní membráně. Dochází k poklesu perimikrovaskulárního tlaku v blízkosti cév, což vede ke zvýšení filtrace tekutiny s nízkým obsahem bílkovin (poměr bílkoviny ve výpotku ku bílkovině v plazmě je 

<0,15). Pokles plasmatického osmotického tlaku při těžší hypoproteinémii alteruje onkotické síly a pravděpodobně indukuje vznik malých pleurálních výpotků s nízkým obsahem bílkovin.
   Lymfatické cévy obsahují jednocestné chlopně a pohyb tekutiny je způsoben rytmickými kontrakcemi lymfatických cév a dýchacími pohyby hrudní stěny. Průtok tekutinylymfy v lymfatických cévách je ovlivňován jejich průchodností, dostupností tekutiny, tlaky ovlivňujícími plnění (pleurální tlak) a vyprazdňování (systémový žilní tlak) lymfatických cév [17,18]. Uplatňuje se zde řady vnitřních i zevních faktorů (tab. č.2) [19].  
Tab. č. 2: příčiny snížené pleurální absorpce
1/ vnitřní faktory

a) cytokiny a zánětlivé produkty (např. endotoxiny)
b) endokrinní abnormality (např. hypotyreóza)

c) poškození způsobené ozářením nebo léky

d) nádorová infiltrace lymfatických cév

e) anatomické abnormality (syndrom žlutých nehtů) 

2/ zevní faktory
a) omezení dýchacích pohybů (např. obrna bránice, pneumotorax)

b) zevní útlak lymfatických cév (např. fibrotizující plicní procesy)

c) obstrukce lymfatických stomat (např. fibrinová depozita, malignity)

d) pokles intrapleurálního tlaku (např. „trapped lung“)

e) vzestup systémového žilního tlaku 

f) snížená dostupnost pleurální tekutiny (např. pneumotorax)
   Ve většině případů se pravděpodobně na vzniku pleurálního výpotku podílí nikoliv jeden, ale celá řada patofyziologických příčin. Přímé postižení pleury patologickým procesem vede jak ke zvýšené tvorbě pleurální tekutiny, tak i postižení funkce pleurálních lymfatických cév. Toto synergické postižení vysvětluje masivní pleurální výpotky u většiny maligních postižení pleury nebo tuberkulózní pleuritidy [20]. U maligních procesů pleury dochází k extenzivní infiltraci pleurálních kapilár, která vede ke zvýšení filtrace. Tumory produkují řadu cytokinů jako je cévní endoteliální růstový faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF), které zvyšují permeabilitu kapilár. Pokles plazmatického osmotického tlaku a pokles intrapleurálního tlaku také přispívají ke zvýšené tvorbě pleurální tekutiny. Současně bývá postižená i absorpce pleurální tekutiny. U tuberkulózní pleuritidy dochází intenzivním zánětem k výraznému zvýšení permeability kapilár s tvorbou pleurálního výpotku bohatého na proteiny na straně jedné a snížením absorpce postižením lymfatických cév parietální pleury na straně druhé. U syndromu horní duté žíly dochází ke zvýšené tvorbě pleurální tekutiny elevací systémového žilního tlaku v kombinaci s poklesem plazmatického osmotického tlaku [21].  U plicního edému se uplatňuje zvýšení systémového i bronchiálního venózního tlaku se zvýšenou filtrací z obou pleurálních membrán, pokles absorpce lymfatickými cévami a zvýšená filtrace tekutina z plic přímo do pleurálního prostoru. 
   Do pleurální dutiny může pronikat tekutina tlakovým gradientem i z extrapulmonálních tkání, a to zvýšeně propustnou pleurální membránou nebo otvory v mediastinální pleuře nebo v bránici. V mediastinu bývá příčinou zánět způsobený sklerotizací jícnových varixů nebo perforací jícnu. Poškození ductus thoracicus vede k úniku lymfy do pleurální dutiny a vzniku chylotoraxu. Několika způsoby může docházet k přesunu peritoneální tekutiny do pleurálního prostoru. Pomalu vznikající pleurální výpotek u akutní pankreatidy je způsoben prouděním tekutiny přes mezoteliální vrstvy peritonea a pleury nebo přechodem zánětu na pleuru se vzestupem kapilární filtrace. V případě rychle se tvořícího výpotku se spekulovalo o cestě tekutiny lymfatickými cévami přes bránici, ale nenašly se důkazy o existenci takových lymfatických kanálů, které přímo přes bránici spojují peritoneální a pleurální prostory [22,23]. Jediným možným mechanismem je v tomto případě přesun tekutiny přes defekty v bránici jako jsou hiáty a fenestrace [24]. U chronické pankreatitidy může dojít k ruptuře pankreatických vývodů a k úniku pankreatické tekutiny do retroperitonea s tvorbou píštěle, která proniká skrz ezofageální či aortální hiátus nebo přímo přes bránici do mediastina nebo pleurální dutiny, kde se tvoří pleurální výpotek [25,26]. 
2.2.  Onemocnění pleury

   Pleura může být postižena velkou řadou onemocnění různorodé etiologie, klinického obrazu a závažnosti. Ze všech těchto možných chorob pleury se bude tato část věnovat pleurálním výpotkům a nádorovým postižením pleury.   
2.2.1 Pleurální výpotek (pohrudniční výpotek)
   Je definován jako přítomnost patologického množství tekutiny v pleurální dutině při její nadměrné tvorbě či nedostatečné absorpci [27]. Je nejčastější manifestací chorob pleury, které mohou být respiračního i nerespiračního původu a mohou probíhat akutně nebo chronicky [28,29]. Spektrum příčin pohrudničního výpotku je široké a zahrnuje mimo primární postižení respiračního systému příčiny kardiovaskulární, gastroenterologické, renální, endokrinní, gynekologické, metabolické, iatrogenní a traumatické. 
   Pleurální výpotek je jeden z velmi častých stavů, s kterými se všeobecní internisté, ale i lékaři různých specializací v rámci vnitřního lékařství ve své praxi setkávají. Jeho incidence je udávána na 300-320 případů/100 000 obyvatel ve vyspělých zemích včetně České republiky, v USA je dokonce odhadována na nejméně 1 500 000 případů [30,31,32]. 
Z hlediska četnosti je v populaci nejčastějším typem pleurálního výpotku kardiální transudát (65,46%), dále maligní výpotek (31,22%), výpotek u nespecifických zánětů (24,17%) a výpotek při plicní embolizaci (8,56%) [33]. V USA je dle Lighta nejčetnější kardiální výpotek , kolem 1/3 všech přípdadů, zánětlivých výpotku je asi 20%, maligních výpotků kolem 15% a výpotků při plicní embolii asi 10% [34].  Na plicních pracovištích vede jednoznačně výpotek maligní v 63% případů, ve velkém odstupu pak následují výpotky parapneumonické (včetně empyému) v 19% případů, tuberkulózní v 6% případů, kardiální v 3,5% případů a traumatické v 3% případů [35]. Bohužel i po podrobném vyšetřování zůstává 5-15% výpotků klasifikováno jako pleurální výpotky nejasné etiologie [36]. 

   Všeobecně je incidence pleurálních výpotků stejná u mužů i žen. Některé příčiny ale postihují častěji jen jedno pohlaví. Okolo 2/3 všech maligních pleurálních výpotků se nachází u žen. Avšak primární maligní tumor pleury - mezoteliom vysoce převažuje u mužů. Výpotky spojené se systémovým lupus erytematodes jsou častější u žen, u mužů pak výpotky revmatické a při chronické pankreatitidě. Rasové rozdíly odpovídají frekvenci vyvolávajících onemocnění u jednotlivých ras. Pleurální výpotky postihují převážně dospělé jedince, ale jejich výskyt stoupá i u dětí, kde je častou příčinou pneumonie [37]. Byly popsány také fetální pleurální výpotky, které mohou být léčeny ještě před porodem [38].   
   Z klinického hlediska má zásadní význam dělení pleurálních výpotků na dvě základní skupiny – transsudativní pleurální výpotky (transsudáty) a exsudativní pleurální výpotky (exsudáty), které se odlišují mechanismem vzniku  a biochemickými  charakteristikami výpotku (viz laboratorní diagnostika pleurálního výpotku). V některých případech může mít pleurální výpotek současně charakteristiky kombinace transsudátu i exsudátu.
   Transsudát vzniká v případě změny tlakových poměrů na úrovni kapilár, které vedou k vyššímu průniku tekutiny z cév. Na úrovní pleury se jedná o narušení rovnováhy mezi tvorbou a vstřebáváním pleurální tekutiny. Z patofyziologického hlediska jde o zvýšení hydrostatického tlaku nebo pokles koloidně-osmotického tlaku. V naprosté většině případů je transsudativní pleurální výpotek způsoben systémovými příčinami. Mimo nerovnováhu kapilárních tlakových poměrů  může být příčinou transsudátu přesun tekutiny z peritoneální dutiny, dislokovaný centrální žilní katetr nebo nazogastrická sonda či jiné raritní příčiny  
(tab. č.3).  

Tab. č. 3: příčiny transsudativního pleurálního výpotku
· Městnavé srdeční selhání
· Jaterní cirhóza (hepatický hydrotorax)

· Atelektáza
· Hypalbuminémie
· Nefrotický syndrom
· Peritoneální dialýza
· Myxedém
· Plicní embolie (20% případů)

· Syndrom horní duté žíly

· Akutní glomerulonefritida

· Mitrální stenóza
· Konstriktivní perikarditida
· Meigsův syndrom (benig tumor pánve s ascitem a pleurálním výpotkem)

· Urinotorax 

· Únik mozkomíšního moku do pleurální dutiny (při ventrikulopleurálním shuntu nebo  při traumatu nebo operaci hrudní páteře 

· Duropleurální píštěl – vzácná komplikace operací míchy
· Extravaskulární migrace centrálního žilního katetru nebo nazogastrické sondy
· Glycinotorax - vzácná komplikace po výplachu močového měchýře 1.5% roztokem glycinu po urologických operacích
   Exsudát bývá naproti tomu způsoben lokální poruchou rovnováhy mezi tvorbou a vstřebáváním pleurální tekutiny: Patofyziologicky se většinou jedná o zvýšení permeability kapilár nebo obstrukci lymfatických cév, nejčastěji při nádorových nebo zánětlivých procesech [39,40,41]. V případě exsudativního pleurálního výpotku je vždy důležité zjistit, zda se jedná o nález benigní či maligní. Malignita je totiž nejčastější příčinou exsudativního pleurálního výpotku u lidí starších 60 let [42]. Mimo nádorová a zánětlivá onemocnění  může být příčinou exsudativního pleurálního výpotku řada dalších více či méně častých příčin 
(tab. č.4).
Tab. č. 4: příčiny exsudativního pleurálního výpotku

· Parapneumonické výpotky (pneumonie, plicní absces, bronchiektázie)
· Malignity (často plic, prsu, lymfomy, leukémie; méně často ovaria, žaludku,  sarkomy, melanom) 
· Plicní embolie (80% případů)
· Tuberkulóza (TBC)

· Systémová onemocnění pojiva (revmatoidní artritida, systémový lupus erytematodes) 

· Vaskulitidy (granulomatóza s polyangiitidou, eozinofilní granulomatóza s polyangiitidou)

· Pankreatitida, pseudocysta pankreatu (pankreatikopleurální píštěl)
· Trauma

· Postcardiac-injury syndrom

· Perforace jícnu
· Radiační pleuritida
· Sarkoidóza
· Lymfangioleiomyomatóza
· Amyloidóza

· Mykotické infekce
· Subfrenický, hepatální nebo splenický absces
· Post coronary artery bypass graft 

· Choroby perikardu
· Ovariální hyperstimulační syndrom

· Meigsův syndrom

· Polékové výpotky
· Choroby pleury vyvolané azbestem
· Syndrom žlutých nehtů (žluté nehty, lymfedém, pleurální výpotky)

· Urémie
· “Trapped lung” 

· Chylotorax 

· Pseudochylothorax 

· Píštěl (biliopleurální, gastropleurální)

· Endometrióza
   Obecnými klinickými příznaky pleurálního výpotku jsou dušnost, způsobená kompresí plíce a funkčním postižením bránice a hrudní stěny. Stupeň dušnost závisí nejen na velikosti výpotku, ale také na celkovém stavu pacienta a přidružených chorobách. Velké výpotky vedou k suchému, dráždivému kašli, pravděpodobně útlakovými deformativními změnami bronchů. Bolesti postižené poloviny hrudníku mají různý charakter, uvádí se, že zánětlivé procesy způsobují ostré bolesti, zatímco nádorové procesy spíše bolesti tupého či tlakového charakteru, ale nelze generalizovat. Kašel a bolesti mohou být modifikovány základním onemocněním, které mohou vyvolávat další, polymorfní příznaky. Při fyzikálním vyšetření zjišťujeme temný poklep, oslabené až vymizelé dýchání, oslabení až vymizení fremitus pectoralis a bronchofonie. Nad horní hranicí výpotku může být zjištěn pás bubínkového poklepu (Škodův poklepový tón)  a oslabené trubicové dýchání. Velké výpotky vedou ke zvětšení hemitoraxu a rozšíření a vyplnění mezižeberních prostorů. 
  Léčba pleurálního výpotku především odvisí od základního onemocnění. Pokud sama tato léčba nedostačuje a výpotek způsobuje velké klinické obtíže můžeme použít různé léčebné postupy jako jsou jednorázové nebo opakované punkce výpotku, zavádění hrudních drénů nebo tunelizovaných pleurálních katétrů, pleurodéza  či invazivnější chirurgické metody léčby. Podrobněji budou různé možnosti léčby uvedeny u jednotlivých postižení pleury. Důležitá je léčba symptomatická – tlumení bolesti, kašle, dušnosti včetně adekvátní paliativní léčby u terminálních stavů.   

2.2.1.1  Parapneumonické výpotky a empyém hrudníku

  Pleurální výpotek je častou komplikací pneumonie: Uvádí se, že u více než 40% bakteriálních pneumonií a 60% pneumokokových pneumonií vzniká parapneumonický výpotek [43]. Parapneumonický výpotek se dělí podle charakteristik pleurální tekutiny do tří skupin, které tíži postižení [44]:
1/ nekomplikovaný parapneumonický výpotek (exsudativní stadium)
   vzniká na podkladě zánětu plíce a zvýšeného přesunu tekutiny z plíce do pleurální dutiny, nejde ještě o zánět pleury. Mikroskopické a kultivační vyšetření výpotku je negativní, hladina glukózy koreluje se sérovou hladinou, laktátdehydrogenáza (LDH) není významně zvýšena, hodnota pH >7,2.

2/  komplikovaný parapneumonický výpotek  (fibrinopurulentní stadium)

   Je výsledkem bakteriální invaze do pleurálního prostoru se vzestupem počtu neutrofilů v pleurální tekutině. Tekutina je zkalená, někdy s vločkami fibrinu. Mikroskopické a kultivační vyšetření výpotku může být pozitivní. Ve výpotku klesá hladina glukózy, stoupá hladina LDH, hodnota pH klesá <7,2

3/  empyém hrudníku (stadium organizace)

   Výpotek má hnisavý charakter, dochází ke tvorbě pyogenní membrány a fibrózních sept. Mikroskopické a kultivační vyšetření výpotku může být pozitivní. Ve výpotku dále klesá hladina glukózy (<2,2 mmol/l), hladina LDH stoupá minimálně na trojnásobek horní hranice normy v séru, hodnota pH je <7,2. 

   Empyém může vyplňovat celou pleurální dutinu nebo její část (empyema saccatum). Může se šířit do plíce s tvorbou bronchopleurální píštěle nebo do hrudní stěny s tvorbou abscesů až pleurokutánních píštělí (empyema necessitatis).   Průběh je akutní, subakutní, chronický (od 4.-6.týdne) 
   Infekce se do pleurální dutiny může dostat přestupem z okolí (50-60%) - pneumonie, bronchiektázie, absces plic, mediastinitida, subfrenický absces, hnisavá onemocnění hrudní stěny, páteře, přímou inokulací (30-40%) - penetrující poranění hrudníku nebo pooperačně, vzácný je hematogenní přenos. Původcem empyému může být v podstatě jakýkoliv mikroorganismus, ale v 70% případů je původcem bakteriální agens [45]. Nejčastější jsou Streptococcus pneumonie a Staphylococcus aureus, z gramnegativních bakterií jsou nejčastější Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a Haemophilus influenzae. Často jsou nalezeny i anaerobní agens jako jsou Bacteroides, Peptostreptococcus a Fusobacterium.   
   V klinickém obraze dominuje teploty, bolesti hrudníku,dušnost, kašel většinou produktivního charakteru, celková alterace. Rozvíjí se septický stav a respirační insuficience, které mohou vyústit až v septický šok a respirační selhání. 
   Základem léčby parapneumonických výpotků včetně empyému hrudníku je podávání antibiotik a lokální terapie, která je založena na klasifikaci vycházející z rozsahu výpotku (anatomie pleurálního prostoru) a charakteristik výpotku (bakteriologie, pH) [46]. Podle nálezů se pak výpotky dělí do čtyř skupin. První a druhá skupina jsou léčeny konzervativně. Třetí a čtvrtá skupina vyžadují nejenom hrudní drenáž, ale i další terapeutické postupy. Patří 

k nim aplikace fibrinolytik do pleurální dutiny k lýze fibrinových srůstů, které významně snižují selhání léčby [47]. Používají se streptokináza, urokináza  a dnes hlavně altepláza (rekombinantní tkáňový aktivátor plazminogenu, r-TPA). Existují i studie o úspěšné intrapleurální léčbě fibrinolytik s rekombinantní lidskou deoxyribonukleázou [48]. Při neúspěchu výše uvedené léčby jsou indikovány chirurgické postupy – videoasistovaná torakoskopie (VATS), otevřená hrudní drenáž, torakotomie a dekortikace.

2.2.1.2  Tuberkulózní pleuritida (TBC pleuritida)
    Tuberkulózní pleuritida postihuje 3-25% nemocných s tuberkulózou. Častěji postihuje HIV pozitivní osoby. Dochází k ní několik měsíců po primární TBC infekci, nejspíše po ruptuře subpleurálního kaseózního ložiska do pleurální dutiny, ale může se jednat i o reaktivaci infekce (postprimární TBC). V patogenezi nemoci má kromě infekce významné místo hypersenzitivní reakce pleury na proteiny mykobaktérií. 

   Klinicky  TBC pleuritida probíhá jako akutní onemocnění s dráždivým, obvykle neproduktivním, kašlem, pleurálními bolestmi a horečkou. Méně častý je subakutní průběh se slabostí, subfebriliemi, váhovým úbytkem a dušností. Současné postižení plic je pravděpodobně častější než se považovalo, na CT skenech se nalezly abnormality v plicním parenchymu u 80% nemocných [49]. Výpotek je obvykle jednostranný a velikost se pohybuje od malého množství tekutiny až po masivní výpotek komprimující plíci. V pleurální tekutině je převaha mladých lymfocytů (minimálně 50%), u nemocných s krátkou dobou nemoci (<14 dnů) dominují ve výpotku neutrofily. Ve výpotku je typicky je vysoká hladina bílkovin ve výpotku (≥50 g/l), může být snížená hladina glukózy a pH , vyšší hodnota LDH. Další diagnostické markery TBC pleuritidy jsou uvedeny v kapitole diagnostiky pleurálního výpotku. Diagnostická kritéria TBC pleuritidy jsou uvedena v tab. č.5.
Tab. č. 5:   Diagnostická kritéria TBC pleuritidy  

Jistá diagnóza TBC pleuritidy:

1/ pozitivní kultivace Mycobacterium tuberculosis  

    z výpotku nebo biopsie pleury

2/ pozitivní mikroskopické vyšetření výpotku na BK

3/ histologický nález specifického granulomu ve vzorku z biopsie 

    pleury

4/ pozitivní mikroskopické vyšetření nebo kultivace sputa 

    + exsudativní pleurální výpotek

Pravděpodobná diagnóza TBC pleuritidy: 

1/ výpotek s převahou lymfocytů

    + pozitivní tuberkulinový test (Mantoux II)

    + vyloučení jiné příčiny pleurálního výpotku
   Cílem léčby je zabránit dalšímu rozvoji aktivní TBC, odstranit symptomy a předejít vzniku fibrotoraxu. Základem léčby je několikaměsíční podávání antituberkulotik. V případě klinických obtíží je indikována léčebná pleurální punkce, pokud i přesto přetrvávají potíže, nasazují se systémové kortikoidy (Prednison 80 mg obden) s rychlým snižováním dávky po dosažení klinické odpovědi [50].  
2.2.1.3  Chylotorax a pseudochylotorax
  Je způsoben natržením nebo obstrukcí ductus thoracicus nebo jeho větví s únikem lymfy (lymfatické tekutiny střevního původu) do pleurální dutiny. Chylotorax se dělí na netraumatický a traumatický. Hlavní příčinou netraumatického chylotoraxu jsou malignity – lymfomy, chronická lymfatické leukémie, metastatické postižení mediastinálních uzlin [51]. Existuje dlouhá řada vzácnějších příčin – infekce (TBC, histoplazmóza, filariáza), vrozené poruchy (syndrom žlutých nehtů, vrozené lymfangiektázie, Downův syndrom), trombózy, amyloidóza, sarkoidóza, cysty ductus thoracicus, konstriktivní perikarditida, struma a další.

K příčinám traumatického chylotoraxu patří nitrohrudní operace, zavedení centrálního žilního katetru, implantace pacemakeru, embolizace plicních arteriovenózních malformací a trauma hrudníku. 6% chylotoraxů je idiopatických [51]. 
   Pacienti s chylotoraxem jsou slabí, unavení, dušní, s pocitem tíhy na hrudníku, mají sníženou toleranci zátěže. Teploty nebo pleurální bolesti jsou vzácné, protože lymfa nevyvolává v pleurální dutině zánětlivou reakci. Vzácným příznakem je chyloptýza při bronchopleurální píštěli. Výpotek je většinou jednostranný (78%), ve dvou třetinách případů bývá lokalizován v pravé pleurální dutině [52]. Výpotek bývá mléčně zkalený, ale může být i serózní nebo sanguinolentní. Ve výpotku výrazně převažují velké lymfocyty (obvykle >80% buněk), jde o polyklonální T lymfocyty. Diagnostickým kritériem chylotoraxu je vysoká hladina triacylglycerolů ve výpotku (>1,24 mmol/litr). Malá část chylotoraxů nedosahuje těchto hodnot, proto je u nich třeba provést elektroforézu lipoproteinů a pokud jsou nalezeny chylomikrony, potvrzuje to diagnózu chylotoraxu [53].  
   Základem je léčba základní příčiny, pokud je to možné. Provádí se pleurální punkce, hrudní drenáže, zavádění pleurálních katetrů. Dlouhodobá drenáž je riziková, dochází k malnutrici a imunosupresi (ztráty T lymfocytů). Podává se nízkotučná dieta se suplementací triglyceridy se středně dlouhým řetězcem (MCT), nahrazují se suplementují se minerály i další složky výživy. Kombinace diety a hrudní drenáže je úspěšná u přibližně 50% případů netraumatického chylotoraxu [52]. V případě neúspěchu se provádí talková pleurodéza (viz níže) nebo ligace ductus thoracicus. Méně častým způsobem léčby je podávání somatostatinu nebo jeho analogu octreotidu, některé studie ukázaly vysokou úspěšnost této terapie [54]. Další možností je shunt pleuroperitoneální nebo pleurovenózní (do v.subclavia či v.jugularis). V poslední době se rozvíjí metoda perkutánní katetrizace a embolizace ductus thoracicus. Při dobrém zvládnutí techniky výkonu se dosahuje 90% úspěšnosti [55]. V některých případech, zvláště traumatických chylotoraxů, se nevyhneme operačnímu řešení.  
   Pseudochylotorax  je fluidotorax vznikající na podkladě chronických, měsíce až roky trvajících pleurálních výpotků, které se obohacují cholesterolem (při TBC, revmatoidní artritidě, špatně zhojeném empyému nebo hemotoraxu, po terapeutickém pneumotoraxu). 
Obvykle jde o výpotek okapsovaný fibroticky změněnou pleurou. Menší výpotky se sledují, větší výpotky je nutno punktovat, ale po punkci může přetrvávat zbytková dutina při neexpandibilní plíci. Možnými komplikacemi jsou píštěl bronchopleurální či pleurokutánní, reaktivace TBC infekce, osídlení dutiny plísněni a respirační insuficience [56]. 
2.2.1.4  Pleurální výpotek při plicní embolii

   Pleurální výpotek bývá nalezen na skiagramu hrudníku u 23-48% pacientů s plicní embolií [57]. V 90% případů se jedná o malé výpotky (méně než 1/3 hemitoraxu), ale vzácně mohou být i masivní výpotky [20]. Vzhledem k lokalizaci embolů mohou být výpotky ipsilaterální, kontralaterální nebo bilaterální [20,58]. Většina výpotků jsou exsudáty, recentní studie uvádí, že dokonce všechny výpotky při plicní embolii jsou exsudativní [20,59]. Při antikoagulační terapii plicní embolie dochází ke spontánní resorbci výpotku během několika dnů. Pokud výpotek přetrvává, je nutno vyloučit hemotorax nebo empyém a provést pleurální punkci, případně hrudní drenáž. 
2.2.1.5  Pleurální výpotek při srdečním selhání 
  V tomto případě je zdrojem pleurální tekutiny intersticiální tekutina v plicích vznikající při vzestupu plicního kapilárního tlaku. Jen vzácně je pleurální výpotek spojen s izolovaným pravostranným srdečním selháním [60]. Pomocí CT, ultrazvuku nebo při autopsii byl pleurální výpotek nalezen u >80% pacientů s dekompenzovaným srdečním selháním [61]. Na běžném skiagramu hrudníku je naproti tomu zjistitelných mnohem menší počet těchto výpotků, jen asi 25% [62]. Výpotky jsou obvykle oboustranné (70%), mohou být i jednostranné, více pravostranné (20%) než levostranné (10%). Více než  80% kardiálních výpotků jsou menšího rozsahu, nepřesahující  ≤1/3 velikosti hemitoraxu [63]. Občas může být tekutina umístěna v interlobárních fissurách jako interlobární výpotek a imitovat tumor. Výpotek je transsudativní, ale až ve 25% případů se může biochemicky chovat jako exsudát (viz níže). Základem léčby jsou diuretika, u velkých výpotků je někdy nutná pleurální punkce. 

2.2.1.6 Pleurální výpotek u systémových onemocnění

   Pleurální výpotky u těchto nemocí mohou být primární autoimunitní pleuritidou nebo být sekundární (při renálním nebo kardiálním postižení, tromembolické nemoci nebo lékovém poškození). Nejčastěji doprovází revmatoidní artritidu (RA) a systémový lupus erytematodes (SLE). Pleurální výpotek bývá přítomen u 5% pacientů s RA a přestože nemoc postihuje častěji ženy, výpotek je častejší u mužských pacientů [64]. Chronické výpotky mají častoi charakter pseudochylotoraxu, ale mohou bý serózní nebo hemoragické. Typickým nálezem je nízká hladina glukózy a pH výpotku, 80% těchto výpotků má poměr pleurální glukózy k sérové glukóze  <0.5 a pH <7.30 [65].  Pleuritida je prvním projevem SLE u 5-10% pacientů, ale až u 25-30% pacientů je jedním s časných projevů a bývá spojena s multisystémovým postižením. Výpotek je často malý a u 50% nemocných je oboustranný. Neexistuje žádný diagnostický test k jednoznačnému odlišení tohoto postižení od jiných exsudativních výpotků. Vzestup pleurální hladiny antinukleárních protilátek (ANA) a zvýšení poměru pleurálních ANA k sérovým ANA nasvědčuje diagnóze SLE pleuritidy, ale bývá někdy přítomno u maligních výpotků [66]. 
2.2.1.7  Benigní azbestový pleurální výpotek

Benigní azbestové pleurální výpotky jsou obvykle diagnostikovány během prvních dvou dekád po expozici azbestu. Prevalence je závislá na exponované dávce azbestu a je kratší latence od expozice azbestu oproti jiným chorobách zapříčiněným azbestem [67]. Výpotek je obvykle malý a asymptomatický, často hemoragický. Má tendenci se během 6 měsíců resorbovat a zanechávat difuzní ztluštění pleury [68]. Diagnózu je možno učinit jen dlouhodobým sledováním s event. torakoskopickou biopsií pleury k vyloučení jiného postižení pleury.
2.2.1.8  Hemotorax
   Hemotorax je přítomnost krve v pleurální dutině. Dle etiologie se dělí do kategorií: traumatický, iatrogenní a spontánní hemotorax. Traumata hrudníku (penetrující nebo tupá) jsou nejčastější příčinou hemotoraxu. Iatrogenní hemotorax může být komplikací, nitrohrudních operací, kanylace centrální žíly, biopsií pleury nebo plic, sklerotizací jícnových varixů, ruptury pulmonální artérie po zavedení Schwann-Ganzova katétru, hrudní sympatektomie a translumbální aortografie. Spontánní hemotorax může být zapříčiněn rupturou pleurálních adhezí (3-7% všech případů), tumory (schwannomy, nádory měkkých tkání, hepatocelulárním karcinomem), metastázami na pleuřenebo být komplikací antikoagulační léčby. Méně často je příčinou ruptura aneurysmatu hrudních artérií (např. u Ehlers-Danlosova syndromu a neurofibromatózy), cévní malformace (Rendu-Osler-Weberův syndrom), endometrióza a exostózy [69,70].

   Krvácení vychází z porušených tkání hrudní stěny, pleury nebo jiných nitrohrudních struktur. Krev v pleurální dutině je vystavena pohybům hrudní stěny, bránice a plic, což vede k určitému stupni defibrinace krve a tvorbě neúplné krevní sraženiny. Během několika hodin po ustátí krvácení je zahájena lýza vzniklých koagul pleurálními enzymy. Pokud je však krvácení dostatečně masivní nebo lýza není kompletní, dochází k organizaci koagul. V časné fázi tyto koagula tvoří tenkou membránu na povrchu obou listů pleury. Od sedmého dne po krvácení ale dochází k angioblastické a fibroblastické proliferaci, ztlušťování membrány, růstu koagul a fibrinových depozit a vzniku fibrotoraxu [71]. 
   Je doporučeno evakuovat hemotorax během 7-10 dnů [72]. Provádí se hrudní drenáž drény velkého kalibru (≥28 Frenchů). Pokud je tato léčba nedostatečná, je indikována intrapleurální aplikace fibrinolytik k evakuaci reziduální krve a odstranění fibrinových adhezí [73]. Je indikováno profylaktické podání antibiotik, které redukuje výskyt infekčních komplikací [74]. 
Indikacemi k chirurgické léčbě jsou krevní ztráty hrudním drénem v množství 1500 ml/24 hodin nebo 200 ml/hodina během několika prvních hodin a nutnost opakovaného podávání transfuzí k udržení hemodynamické stability [72]. U hemodynamicky stabilních pacientů se provádí videoasistovaná torakoskopie, u hemodynamicky nestabilních pacientů je metodou volby torakotomie.  

2.2.2  Nádory pleury
   Benigní nádory pleury jsou velmi vzácné. Do této skupiny se řadí solitární fibrózní tumor pleury (SFTP), nodulární pleurální plaky, lipomatózní tumory (lipomy, lipoblastomy), adenomatoidní tumory, kalcifikující fibrózní tumor, mezoteliální cysty, multicystický mezoteliom a schwannom [75]. SFTP je nejčastější benigní tumor pleury. Dosahuje velikosti až 30 cm a bývá často doprovázen hemoragickým výpotkem. Nejčastěji postihuje osoby mezi 40-70 lety věku, stejně muže i ženy. Léčba je chirurgická, resekce nádoru. Existuje i maligní varianta tohoto tumoru (12-20% případů) s častější rekurencí a horší prognózou. SFTR má nepředvídatelný klinický průběh, jehož pravděpodobnou příčinou jsou rozdílné histologické a morfologické charakteristiky tumoru [76]. Nádor může recidivovat a proto je nutné dlouholeté sledování nemocných. 
   Maligní tumory pleury dělíme na primární a sekundární. Sekundární maligní tumory pleury jsou výrazně častější než primární. Nejčastějším primárním maligní tumorem pleury je maligní mezoteliom pleury (viz níže). Jiné primární maligní tumory pohrudnice jsou extrémně vzácné, řadíme k nim synoviální sarkom, ektopický thymom, lymfom, pleuropulmonální blastom, angiosarkom a liposarkom [77].  
2.2.2.1  Sekundární maligní tumory pleury 
   Metastatické postižení pleury se v naprosté většině případů projevuje maligním pleurálním výpotkem s přítomností maligních buněk v pleurální tekutině a progredujícím objemem  tekutiny v pleurální dutině [78]. Jsou známkou pokročilého stadia onemocnění důsledkem metastázování řady maligních nádorů [79]. Maligní pleurální výpotky reprezentují 22% všech pleurálních výpotků a 20% těchto výpotků je prvním klinickým projevem nádorového onemocnění [80]. Celková incidence těchto výpotků je přibližně 220 000 nových případů v USA a 40 000 ve Velké Británii [81].  Ne každý pleurální výpotek při nádorovém onenocnění musí být maligní. Jde o tzv. paramaligní výpotky, kdy nejsou v pleurální tekutině ani okolní pleurální tkáni nalezeny maligní buňky. Přičina tohoto typu výpotku může být lokální (obstrukce lymfatických cest, atelektáza, obstrukční pneumonie, „trapped lung“, chylotorax, syndrom horní duté žíly), systémová (kachexie s hypalbuminémií, plicní embolie) nebo nežádoucí efekt léčby (radioterapie, cytostatika).   
   Nejčastějším na pleuru metastazující nádory jsou karcinom plic a karcinom prsu, které tvoří téměř 75% případů [82]. V procentuálním zastoupení je na prvním místě karcinom plic ve 35-45% případů, následovaný karcinomem prsu v 25% případů, lymfom a karcinom ovaria v 10% případů, karcinomy gastrointestinálního traktu v 9% případů a karcinomy urogenitálního traktu v 7% případů [83,84]. U 7-15% maligních pleurálních výpotků se vyšetřováním nepodaří zjistit primární nádor [85]. 
   Medián přežití od stanovení diagnózy se pohybuje mezi 3-6 měsíci [86,87]. V závislosti na histologickém typu tumoru se může zvýšit na 4-12 měsíců [88]. U maligních pleurálních výpotků je 5-ti leté přežití pouze 7% [89]. Mimo histologický typ nádoru ovlivňuje přežití stadium maligního onemocnění, funkční stav nemocného v době diagnózy a efekt léčby maligního onemocnění [90]. Nejkratší přežití mají maligní výpotky u bronchogenního karcinomu, zatímco nejdelší přežití je u primárního karcinomu ovaria nebo lymfomu [91,92]. Indikátory prognózy mohou být také některé biochemické parametry, např. nižší pH pleurálního výpotku je často spojeno s větším rozsahem nádoru a horší prognózou [93]. Doba přežití u maligních výpotků při neznámém primárním tumoru se pohybuje mezi 6-9 měsíci [94,95].

   Prvním a klinicky nejobvyklejším symptomem je dušnost (96% případů). Dalšími častými příznaky jsou bolest na hrudi (56% případů) a kašel (44% případů). Pacienti kachektizují a mají obecné B-příznaky maligního onemocnění, mohou být i pleurální bolesti nebo tíha na hrudi [87]. 
    Základem léčby je terapie primárního maligního onemocnění. Pomocí systémové chemoterapie se daří kontrolovat onemocnění asi u 40% nemocných [96]. Další léčebné postupy jsou zaměřeny přímo na ovlivnění maligního výpotku. Ideálním cílem těchto postupů je rychlá a účinná kontrola symptomů při nízké morbiditě a mortalitě, s minimální nutností sledování a zachování co nejlepší kvality života.  První metodou je léčebná pleurální punkce. Její efekt je ale jen dočasný a u téměř všech pacientů dochází během měsíce k doplnění tekutiny a návratu symptomů. Přesto je tato metoda vhodná u části pacientů v terminálních stadiích nemoci s očekávaným kratkodobým přežitím nebo těch, kteří nejsou schopni podstoupit invazivnější terapeutické výkony [97]. 
   Účinnějším postupem je provedení hrudní drenáže s následnou pleurodézou. Historicky jsou používány drény s velkým průsvitem (od velikosti 20 Frenchů) ke snížení rizika ucpání drénu fibrinovými sraženinami, ale ukazuje se, že i s menšími drény (10-14 Frenchů), které jsou pro pacienty komfortnější, je dosahováno srovnatelných výsledků [98,99]. Nutno podmínkou úspěšné pleurodézy je těsný a kompletní kontakt viscerální a parietální pleury, proto nejsou k pleurodéze indikováni pacienti s „trapped lung“, kde jsou voleny jiné možnosti léčby. 
   Pleurodéza je procedura, při které jsou  do pohrudniční dutiny aplikovány sklerotizující látky, které chemicky iritují pleuru, což vede k masivní tvorbě adhezí s následnou obliteraci pleurální dutiny. Mechanismus pleurodézy je složitý a podílí se na něm několik různých dějů. První se rozvíjí zánětlivá reakce s produkcí cytokinů, adhezivních molekul a dalších zánětlivých mediátorů, jako jsou interleukin-8 (IL-8), VEGF  a transformující růstový faktor-beta (transforming growth factor-beta, TGF-beta) [100]. Následně dochází k aktivaci koagulační kaskády s poklesem fibrinolytické aktivity [101].  Následuje aktivace fibroblastů a tvorba kolagenu s tvorbou fibrinových adhezí [102]. K pleurodéze  byla použita řada různých látek se sklerozujícím účinkem jako jsou antibiotika (tetracykliny), cytostatika (bleomycin), imunostimulancia (Corynebacterium parvum), chemická iritancia (nitrát střibra), biologické zánětlivé mediátory (TGF-beta, interferon), polidokanol, jodopovidon i autologní krev [103,104,105,106,107,108,109,110,111,112]. Nejpoužívanější a nejúčinnější  látkou je talek s úspěšností blížící se 90% [113,114,115]. Talek může aplikován do pleurální dutiny dvěma způsoby. Aplikaci roztoku talku hrudním drénem nazýváme talkovou instilací (tzv. „talc slurry“), rozprášení talku v pleurální dutině při VATS je talková insuflace (tzv. „talc poudrage“). Oba způsoby mají srovnatelnou účinnost [116]. 
   U pacientů, kteří nejsou schopni podstoupit pleurodézu nebo při rekurenci pleurálního výpotku po pleurodéze lze použít k dlouhodobějšímu drénování pleurální dutiny tunelizované pleurální katétry [117,118]. Zdá se, že toto řešení je vhodné i u nemocných s „trapped lung“ [119]. Katétry jsou vybaveny jednocestnou chlopní, která zabraňuje kontaminaci pleurální dutiny,  takže infekční komplikace jsou vzácné, méně než 5% případů [120]. 

   Pleuroperitoneální shunt převádí tekutinu z pleurální do peritoneální dutiny aktivně manuální pumpou (Denver shunt) nebo pasivně (LeVeen shunt). Je indikován v případech selhání pleurodézy a systémové chemoterapie, „trapped lung“ a kontraindikace chirurgického výkonu. Dle některých prací se účinnost blíží k 90% [121,122]. Významnými komplikacemi jsou okluze shuntu a infekce [123].  
   Z chirurgických metod se používá torakoskopie k odstranění fibrinových můstků u septovaných výpotků s následnou pleurodézou talkem. Při torakoskopii lze provést i tzv. mechanickou nebo chirurgickou pleurodézu s abrazí parietální pleury. Pleurektomie parietální pleury se používá jako paliativní debulking ke zmenšení rozsahu nádoru nebo jako forma mechanické pleurodézy. 

2.2.2.2  Maligní mezoteliom pleury

Mezoteliom je vysoce agresivní nádor vycházející z mezotelových buněk serózních blan, který postihuje pleuru, peritoneum, perikard, tunicu vaginalis testis a ovariální epitel. Kolem 75-80%  případů mezoteliomu vzniká v pohrudniční dutině, což z něho činí nejčastější primární nádor pleury. Statisticky tvoří asi 0,1-0,2% všech nádorů. Výskyt mezoteliomu vykazuje výrazné rozdíly mezi různými části světa [124]. Incidence mezoteliomu se pohybuje od 7 případů/1 000 000 obyvatel v Japonsku až po 40 případů/1 000 000 obyvatel v Austrálii [125]. V Evropě je incidence mezoteliomu kolem 20 případů/1 000 000 obyvatel [126].  Jednoznačně více jsou postiženi muži. Dle pohlaví je incidence tohoto onemocnění  odhadována na 10-66 případů/1 000 000 obyvatel u mužů a 1-2,5 případů /1 000 000 obyvatel u žen [127]. V České republice byla v roce 2005 incidence mezoteliomu 0,8 případů/100 000 obyvatel u mužů a 0,3 případů /100 000 obyvatel u žen [128]. V Olomouckém kraji je v porovnání se zbytkem České republiky vyšší výskyt mezoteliomů (celková incidence 0,8 případů/100 000 obyvatel) , což je dáno tím, že v tomto regionu bylo činných několik továren zpracovávajících azbest [129]. Odhadem je příčinou 15000-20000 úmrtí ročně v celosvětovém měřítku [130]. Incidence mezoteliomu roste celosvětově a v následujích 10-20 letech se očekává výrazný nárůst počtu tohoto onemocnění [131,132,133,134]. V Evropě je vrchol incidence mezoteliomu očekáván v letech 2015-2020 [125]. Vzestup výskytu mezoteliomu je zastaven jen v zemích, kde byla přísná kontrola azbestu, jako příčiny onemocnění, zavedena již v 70. letech 20. století  jako jsou Švédsko či Velká Británie [135]. 
   Hlavní příčinným faktorem mezoteliomu pleury je expozice azbestu, kterou lze zjistit u 80 až 90% nemocných a důkazy o jeho negativním vlivu jsou staré již přes 50 let [136]. Azbest (osinek, asbestinon, řecky „nespalitelný“) je přírodní vlaknitá odrůda několika metamorfovaných křemičitanů obsahujících hořčík, často i dvojmocné železo, hliník, event. Některé jiné stopové prvky. V přírodě se vyskytuje ve dvou základních formách jako serpentiny ( chryzotil – bílý azbest) a amfiboly (krocidolit – vločkový či vlněný kámen, modrý azbest, amosit – hnědý azbest, tremolit, aktinolit, antofylit). Větší karcinogenní potenciál mají amfiboly, zvláště krocidolit a amosit), ale i chrysolit má vliv na vznik mezoteliomu [137]. Základní vlastností azbestu je vysoká pevnost v tahu ve směru podélné osy, nehořlavost, tepelná odolnost, vysoký elektrický odpor, pohlcení zvuku a chemická inertnost. Azbest byl používán k výrobě nehořlavých tkanin pro ochranné oděvy a čistící filtry, dále střešních krytin (eternit), odpadních rour, dlaždic, brzdových a spojkových obložení, izolačních materiálů a dokonce filtrů respirátorů plynových masek a filtrů cigaret. 

   Rizikovými skupinami pracovníků jsou mimo horníky a pracovníky zpracovávajícími surový azbest také osoby pracující s azbestovými výrobky – stavební dělníci, elektrikáři, instalatéři, topenáři, tesaři, železniční dělníci, dělníci v loděnicích a lodní personál [138].   

   Expozice azbestu je hlavně profesionální u zaměstnanců  pracujících s azbestem. V posledních letech dochází k posunu výskytu mezoteliomu od primárních zpracovatelů azbestu (resp. surového azbestu) ke konečným zpracovatelům azbestu [126]. Riziko vzniku mezoteliomu u azbestu exponované populace se pohybuje od 5-10% [131]. Mimo profesionální expozice existuje i paraprofesionální expozice u rodinných příslušníků zaměstnanců žijících ve společné domácnosti [126]. Třetí ohroženou skupinou jsou a lidí žijících v okolí azbestových dolů a továren zpracovávajících azbest [139,140]. Zvýšené riziko vzniku mezoteliomu se také vyskytuje v oblastech s vysokým obsahem azbestu v půdě a horninách např. v Turecku, Řecku, Bulharsku  a Kalifornii [141,142,143].  
   Kvůli své nebezpečnosti bylo v Evropské unii zpracování a používání azbestu zakázáno v roce 2005, ve většině dalších rozvinutých zemí je používání azbestu taktéž zakázáno či přísně regulováno. Naproti tomu v mnoha středně či málo rozvinutých zemích produkce a zpracování azbestu dále pokračuje. K největším producentům azbestu patří Rusko, Čína, Kazachstán, Brazílie ale i Kanada.

   Jiným významným faktorem může být opičí virus SV 40. Jeho T-antigen je nalézán u přibližně 50% všech mezoteliomů v USA. Kombinace infekce SV40 virem s expozicí azbestu může významně zvyšovat riziko vzniku mezoteliomu oproti samotné expozici azbestu [144]. Častým zdrojem SV40 byla v minulosti kontaminovaná vakcína proti poliomyelitidě, která byla vyráběna z buněčných kultur vycházejících z tkáně opičích ledvin [145]. Postiženou oblastí byla hlavně východní Evropa a Asie. Dalšími rizikovými faktory jsou azbestu podobné materiály (erionit) a depozice částic emitující alfa záření jako ionizující záření či thorotrast [146,147,148,149]. Pravděpodobně se na etiopatogenezi mezoteliomu podílí také genetické abnormality, pro což svědčí existence „vysoce rizikových“ rodin v Turecku, Kanadě a USA. Podezřelá je mutace genu pro jadernou deubiquitinázu BAP1, která reguluje klíčové histony a transkripční faktory spojené se vznikem tumorů [150].   
Typická pro mezoteliom je dlouhá doba latence mezi expozicí  azbestu  a vznikem onemocnění. Medián latence je přes 40 let s širokou variabilitou mezi méně než 10 lety až více než 80 lety [126,151,152,153,154].
Histologicky se maligní mezoteliom rozděluje na tři typy: epiteloidní (s podtypy tubulopapilárním, acinárním, adenomatoidním a solidním), sarkomatoidní (s podtypem desmoplastickým) a smíšený [155]. V počátečním stadiu tvoří mezoteliom drobné noduly na pleuře, které se časem spojují ve větší formace, které se dále rozrůstají po pleuře a v pleurální dutině a tvoří se pleurální výpotek. Mezoteliom může prorůstat do okolních struktur  - hrudní stěny, perikardu, bránice. Až  u 70% pacientů je při autopsii nalezeno postižení mediastinálních lymfatických uzlin. Vzdálené metastázy nejsou vzácné, postihují játra, plíce, kosti a nadledviny. Klinicky se projevuje bolestmi na hrudníku, dušností, suchým a dráždivým kašlem. Dále jsou přítomny tzv. B-příznaky nádorových onemocnění – slabost, únava, hubnutí, pocení, subfebrilie. Fyzikální nález odpovídá pleurálnímu výpotku. Velmi důležitý je přesný staging tumoru, který napomůže vybrat typ léčby a zhodnotit efekt jednotlivých léčebných modalit. Pro staging mezoteliomu byl v roce 2010 adaptována TNM klasifikace [156].  
   Základem léčby je chemoterapie.V současnosti je jako standardní chemoterapie doporučena na základě studie Fáze III používána kombinace cisplatiny (karboplatiny) a pemetrexedu [157,158]. Lze použít i jiné chemoterapeutické režimy s gemcitabinem, doxorubicinem, epirubicinem, ifosfamidem, paklitaxelem, mitomycinem, oxaliplatinou. Radioterapie se používá jen jako paliativní (analgetická) léčba při prorůstání nádoru do hrudní stěny, pooperační radioterapie se provádí jen ve specializovaných centrech. Chirurgická léčba mezoteliomu je možná jen u malého procenta nemocných. Radikálním výkonem je extrapleurální pneumonektomie, kdy se en bloc odstraňuje parietální a viscelární pleura, plíce, perikard a bránice. Další chirurgické metody jsou již spíše paliativního charakteru jako jsou pleurektomie/dekortikace pleury (může býr rozšířená o resekci bránice a perikardu) a parciální pleurektomie. V současné době je studován efekt řady dalších preparátů jako jsou inhibitory angiogeneze, inhibitory tyrosin-kinázy, inhibitory histon-deacetylázy [159].  

Metody léčby pleurálního výpotku u maligního mezoteliomu pleury se neliší od terapeutických postupů sekundárního maligního pleurálního výpotku. 

   Mezoteliom je velmi agresivní a velmi špatně léčitelný nádor se špatnou prognózou. Přežití se obecně pohybuje kolem 12 měsíců od diagnózy [133,160,161,162,163]. Příčinou bývá většinou pozdní diagnostika mezoteliomu až v pokročilém stadiu nemoci a poměrně značná rezistence na radioterapii a chemoterapii [164]. Medián přežití u jednotlivých terapeutických modalit se pohybuje u paliativní léčby mezi 5-9 měsíci, u chemoterapie mezi 10-16 měsíci, u malých skupin radikálně operovaných pacientů je medián přežití 20-24 měsíců [24,133,157,165].  Prognóza je horší ve vyšších stadiích nemoci a sarkomatoidního typu mezoteliomu [162,166,167,168].  Recentní práce uvádí medián přežití dle TNM klasifikace pro stadium I 21 měsíců, stadium II 19 měsíců, stadium III 16 měsíců a stadium IV 12 měsíců. Dle histologického typu pak medián přežití pro typ epiteloidní 19 měsíců, bifázický 13 měsíců a sarkomatoidní 8 měsíců [169]. V České republice jsou k dispozici data u pacintů léčených standardní chemoterapií cisplatina + pemetrexed. Medián přežití pro epiteliodní typ je 29,4 měsíce, pro sarkomatoidní + smíšený typ je 14,9% měsíce. Stadium I dle TNM klasifikace nemá dosažen medián přežití, 1-leté přežití je 93,3%, stadia II-III mají medián přežití 29,4 měsíců a 1-leté přežití 70,2% [170,171].  
2.3  Diagnostika nemocí pleury
   Vzhledem k tomu, že nejčastějším projevem onemocnění pleury je pleurální výpotek, bude se tato část převážně věnovat diagnostice pleurálního výpotku. K diagnostickým postupům patří mimo základní klinické vyšetření (anamnéza, fyzikální vyšetření) a řadu zobrazovacích metod hlavně komplexní laboratorní vyšetření pleurální tekutiny, dále invazivní vyšetřovací metody a některá speciální laboratorní vyšetření.
2.3.1  Klinické vyšetření

   V anamnéze a fyzikálním vyšetření pátráme po klinických známkách a fyzikálních nálezech jak onemocnění pleury, tak možných základních onemocněních, které  vedly k postižení pleury. Důležité je neopominout pracovní anamnézu, z důvodu možné expozice azbestu a farmakologickou anamnézu , protože existuje více než 100 farmak, které mohou vyvolat pleurální výpotek, nejčastěji methotrexát, amiodaron, fenytoin, nitrofurantoin a betablokátory [172].  Napovědět může i časový průběh. Výpotky při plicní embolii, při postcardiac injury syndrome a nekomplikované parapneumonické výpotky mohou přetrvávat několik týdnů než dochází k jejich resorpci. Naopak maligní pleurální výpotky se resorbují výjimečně. Roky mohou přetrvávat výpotky postradiační, při revmatické pleuritidě, „trapped lung“, při lymfatických abnormalitách (např. syndromu žlutých nehtů, plicních lymfangiektáziích) a azbestem indukované benigní výpotky. Podrobnější popis klinického vyšetření a možných nálezů přesahuje rámec tohoto textu a je obsažen v učebnicích pneumologie a vnitřního lékařství.    

2.3.2  Zobrazovací metody

   Základní vyšetřovací metodou je skiagram hrudníku. Citlivější je boční snímek hrudníku, který odhalí již asi 50 ml pleurální tekutiny, zatímco zadopřední snímek je pozitivní až při přítomnosti 175-200 ml tekutiny [173]. Podezření na maligní původ výpotku zahrnuje cirkumferentní nepravidelné, laločnaté ztluštění pleury, zkrácení vzdálenosti mezi žebry, elevace příslušné poloviny bránice a přesun mediastinálních struktur směrem k výpotku na skiagramu hrudníku [174]. 
   Ultrazvuk hrudníku detekuje již 50 ml tekutiny a ve srovnání se skiagramem hrudníku je výtěžnější v určení množství pleurální tekutiny a odlišení tekutiny od pleurálního ztluštění [175]. Lépe než CT vyšetření zobrazí septované a opouzdřené výpotky [176]. Orientačně rozliší exsudáty (echogenní obraz) od transsudátů (anechogenní obraz) [177]. Některé práce uvádí také vysokou výtěžnost ultrazvuku v odlišení benigních a maligních výpotků [178]. Mimo diagnostiku je ultrazvuk výbornou navigační metodou při invazivních výkonech a snižuje riziko pneumotoraxu po pleurální punkci, a to bez ohledu na velikost výpotku [179]. 
   CT vyšetření je velmi přesné v detekci malých výpotků, zobrazí již kolem 20 ml tekutiny. Kontrastní CT vyšetření dobře odliší pleurální abnormality od volné tekutiny. Starší studie udávali i dobrou schopnost tohoto vyšetření odlišit benigní a maligní postižení pleury, ale novější práce ukázali, že se to podaří jen v méně než 20% případů [180]. Spirální CT vyšetření je v dnešní době zlatým standardem v diagnostice plicní embolie a tedy i pleurálních výpotků této etiologie. 
   Role magnetické rezonance (MRI) v diagnostice pleurálních výpotků je omezena, ale na druhé straně je velmi výtěžná v zobrazení invaze tumoru do hrudní stěny a bránice [181].   
   Hybridní pozitronová emisní tomografie (PET/CT) hraje roli v diagnostice, stagingu, volbě terapie, hodnocení léčebné odpovědi i prognóze primárních i sekundárních maligních onemocnění pleury [182]. Na druhé straně je její výpovědní hodnota omezena falešně pozitivními nálezy při pleurálních zánětech u infekčních procesů nebo po talkové pleurodéze [183,184].   
2.3.3  Laboratorní vyšetření pleurální tekutiny 

2.3.3.1  Biochemická vyšetření

   Kardinální otázkou v diagnostice pleurálního výpotku je, zda se jedná o transudát či exsudát. Podle toho se odvíjí další diagnostický a léčebný postup. Transudát je vyvolán změnou tlakových poměrů na úrovni kapilár, které vedou k vyššímu průniku tekutiny z cév a v naprosté většině případů je způsoben systémovými příčinami. Jeho typickým představitelem je výpotek při srdečním selhání. Exsudát je naproti tomu zapříčiněn lokální poruchou rovnováhy mezi tvorbou a vstřebáváním pleurální tekutiny a je přítomen u primárních postižení pleury a plic jako jsou malignity, záněty a další.
   K rozlišení transsudátů a exsudátů bylo zkoušeno mnoho metod. Historicky první metodou bylo ve 40.letech 20.století měření specifické váhy výpotku, kdy hodnota větší než 1015 byla brána jako důkaz exsudátu. V 50.letech 20.století se začala jako hraniční mez používat pleurální hladina celkové bílkoviny (CB) 30 g/l (hodnoty nižší svědčily pro transusdát), v 60. letech 20.století byla k této hodnotě přidána ještě hladina laktátdehydrogenázy (LDH) ve výpotku. V roce 1972 pak Light a spol. zavedli do praxe tři „Lightova kritéria“ hodnocení pleurálního výpotku (tab. č.6) [185]. Pokud je alespoň jedno kritérium pozitivní, jedná se o exsudativní výpotek. Přesnost těchto kritérií se pohybuje mezi 93-95%  [186,187]. Častěji může k chybné klasifikaci typu výpotku docházet, pokud se hodnota některého z kritérií blíží hraničním mezím [188]. Reevaluace Lightových kritérií pro exsudáty ukázala téměř 100% senzitivitu, ale pouze asi 80% specificitu [189]. Tedy kolem 20% transsudátů je hodnoceno jako exsudáty (tzv. „pseudoexsudát“). Obvykle jde o pacienty s chronickým srdečním selháním na dlouhodobé diuretické terapii, která ovlivňuje koncentraci CB a LDH v pleurální tekutině [190,191]. Proto byla zavedena tzv. pomocná kritéria exsudativního výpotku /tab. č.7/, která v těchto případech výrazně zpřesnila diagnostiku [192,193,194,195,196,197,198]. K dalšímu zvýšení přesnosti rozdělení výpotků na transsudáty a exsudáty byly zkoušeny  další markery jako bilirubin, alkalická fosfatáza, kreatinkináza či cholinesteráza. Žádný z těchto markerů ale v citlivosti nedosáhl zavedených kritérií.  
Tab. č. 6:   Lightova kritéria exsudativního výpotku
CBvýpotek/CBsérum        > 0,5

LDHvýpotek/LDHsérum  > 0,6

LDHvýpotek                  > 2/3 horní hranice normální hodnoty LDH v séru     

Tab. č. 7:   Pomocná kritéria exsudativního výpotku

Albuminsérum – Albuminvýpotek        < 12 g/l

CBsérum – CBvýpotek                          < 31 g/l  

Cholesterolvýpotek                             > 1,55

Cholesterolvýpotek/Cholesterolsérum   > 0,3 

1) Celková bílkovina (CB), albumin (ALB), laktátdehydrogenáza (LDH)

   Tyto tři markery hrají zásadní roli v rozlišování transsudátů a exsudátů. Jejich zvýšení je typické pro nádorové a zánětlivé procesy. Extrémně vysoké hodnoty bílkovin bývají u mnohočetného myelomu a Waldenstrőmovy makroglobulinémie. Hladina LDH ve výpotku vyšší než hladina LDH v séru svědčí nejspíše pro rozpad buněčných elementů (např. malignity, TBC, empyém, krvácení), ale mohou být přítomny u revmatoidní pleuritidy, pneumocystové pneumonie nebo parazitárních postižení pleury [199]. 
2) pH, glukóza   

    Vysoká metabolická buněčná aktivita vede ke zvýšené produkci kyseliny mléčné a oxidu uhličitého a poklesu effluxu vodíkových iontů přes porušenou pleurální membránu. Současně dochází ke zvýšené komzumpci glukózy bez adekvátní náhrady. Výsledkem je pokles pH výpotku <7,3 a snížení pleurální hladiny glukózy <3,3 mmol/l. K možným příčinám náleží komplikovaný parapneumonický výpotek, empyém, tuberkulózní pleuritida, malignity, systémový lupus erytematodes. Výrazné snížení glukózy (<1,6 mmol/l) je typické pro revmatoidní artritidu, pravděpodobně selektivním zablokováním transportu glukózy z krve do pleurálního prostoru [200]. Další příčinou nízkého pH a hladiny glukózy ve výpotku je ruptura jícnu, kdy se do pleurální dutiny dostává kyselá žaludeční šťáva. Hodnota pH má i význam prognosticko-terapeutický. Pokud pH klesne <7,2, je jako léčebný postup indikována hrudní drenáž.  

3) Bilirubin

   Poměr bilirubinsérum/bilirubinvýpotek ≥0,6 byl v některých studiích zkoušen jako marker exsudátů. Vzhledem k jeho nízké přesnosti (75%) však není používán. Hodnota bilirubinu ve výpotku vyšší než sérová hodnota bilirubinu je známkou cholotoraxu. Ten může vzniknout po traumatech nebo operacích, při kterých vznikne patologická komunikace mezi žlučovými cestami a pleurální dutinou. 

4) Lipidy – cholesterol a triacylglyceroly (TG) 
   Hladina cholesterolu ve výpotku a její poměr k sérové hladině cholesterolu jsou pomocná kritéria pro identifikaci exsudátů (viz výše). Hladina cholesterolu >5,18 mmol/l svědčí pro pseudochylotorax. Hladina TG  ve výpotku >1,24 mmol/l je diagnostickou známkou  chylotoraxu. 
5) Amyláza

   Vyšetření amylázy v pleurálním punktátu se používá k diagnostice pankreatického pleurálního výpotku. Pleurální hladina amylázy je zvýšena v případě, že je její hodnota vyšší než horní hranice normy v séru nebo pokud je poměr pleurální amyláza/sérová amyláza (1. Příčinou jsou akutní a chronická pankreatitida, malignity, pneumonie, ruptura jícnu, ruptura mimoděložního těhotenství, hydronefróza a jaterní cirhóza. Je vhodné vyšetřit izoenzymy amylázy, protože choroby pankreatu doprovází pankreatický izoenzym, zatímco přítomnost slinného izoenzymu svědčí pro malignity nebo rupturu jícnu [201]. Z hlediska diferenciální diagnostiky jsou nejčastější příčinou zvýšené hladiny pleurální amylázy plicní i mimoplicní malignity a čím vyšší je její hodnota, tím horší je prognóza a kratší přežití [202]. 
6) N-terminální fragment natriuretického propeptidu typu B (NT-proBNP)
    N-terminální fragment natriuretického propeptidu typu B společně s mozkovým natriuretickým peptidem (BNP) jsou produkty štěpení mateřského prohormonu proBNP.   Řada studií prokázala, že vysoká pleurální hladina NT-proBNP doprovází výpotky způsobené kardiálním selháním [203,204]. Toto vyšetření je efektivní v odlišení od jiných typů výpotků a umožňuje se vyhnout dalšímu vyšetřování včetně invazivních metod u pacientů se srdečním selháním [205 206].
7/ Hematokrit

   Hematokrit výpotku má zásadní diagnostický význam při podezření na hemotorax. Pokud je hematokrit výpotku větší než 50% hematokritu periferní krve, je diagnóza hemotoraxu potvrzena. [207].
8) Tumormarkery

   Tumormarkery v pleurálním výpotku se vyšetřují již řadu let a bylo již zveřejněno mnoho prací na toto téma, ale závěry nejsou přesvědčivé. Nejčastěji byly vyšetřovány karcinomembryonální antigen (CEA), karcinomantigen 15-3 (CA 15-3), cytokeratin 19 fragmenty (CYFRA 21-1), karcinomantigen 19-9 (CA 19-9), karcinomantigen 125 (CA 125), neuron specifická enoláza (NSE). Výsledky studií kolísají podle zvolené cut-off hodnoty. Při vysoké specificitě je nízká senzitivita, při volbě jiné cut-off hodnoty stoupá senzitivita, ale klesá specificita [208,209,210,211]. Kombinace vyšetření dvou a více tumormarkerů zlepšuje senzitivitu i specificitu [209,210,212]. Obdobné výsledky přineslo vyšetřování sérových tumormarkerů [210,211]. Pozitivní výsledek vyšetření tumormarkerů (TMR) v pleurálním punktátu nemůže v žádném případě nahradit morfologickou (cytologickou nebo histologickou) verifikaci maligního postižení pleury. Elevace TMR ve výpotku při negativním výsledku cytologického vyšetření ale zvyšuje podezření na maligní původ výpotku a indikuje další (invazivní) vyšetřovací metody. 
9) Další vyšetření
   Zvýšení poměru kreatininu ve výpotku k sérovému kreatininu >1,0 je známkou urinotoraxu, pleurálního výpotku vznikajícího následkem obstrukční uropatie různé příčiny, kdy moč z močových cest migruje přes retroperitoneum do pleurální dutiny [213]. 

   Cystatin C je sérový marker funkce ledvin. Některé práce demonstrovali, že simultánní zvýšení hladiny cystatinu C v séru a v pleurálním výpotku svědčí pro renální původ výpotku [214].

   Kyselina hyaluronová je glykosaminoglykan, který je složkou extracelulární matrix v různých tkáních. Dle některých studií jsou vysoké pleurální hladiny kyseliny hyalurounové velmi suspektní známkou mezoteliomu pleury [215].
2.3.3.2  Biochemická diagnostika tuberkulózní pleuritidy
   Adenosindeamináza (ADA) je enzym purinového metabolismu, který se skládá z několika izoenzymů, přičemž klinický význam mají izoenzymy ADA1 a ADA2. U intracelulárních infekcí jako je TBC dochází ke zvýšení hladiny ADA2 v séru a tělních tekutinách. ADA2 tvoří u intracelulárních infekcí až 90% absolutního množství ADA a proto dochází automaticky elevaci hladiny ADA celkové. K elevaci ADA dochází také u parapneumonického výpotku a empyému, tam je ale za zvýšení hladiny celkové ADA odpovědný izoenzym ADA1.  Falešně pozitivní výsledek ADA ve výpotku je také přítomen u malignit, hlavně lymfomů. Podle různých autorů je při použití cut-off hodnoty celkové ADA mezi 40 a 60 UI/l senzitivita tohoto vyšetření 90-100%, specificita pak 81-100% [216,217, 218]. Specificita ještě stoupá, pokud je výpotek lymfocytární nebo je vyšetřován izoenzym ADA2 [219]. Výtěžnost tohoto vyšetření závisí na lokální prevalenci tuberkulózy a pravděpodobnosti alternativní diagnózy. Falešně pozitivní výsledky jsou mnohem častější ve vyspělých zemích s nízkým výskytem tuberkulózy, kde příčinou zvýšení ADA bývají jiné chorobné stavy než tuberkulóza  jako empyém, parapneumonický výpotek, malignity (zvláště lymfomy). 
   Z dalších laboratorních markerů tuberkulózní pleuritidy má obdobnou citlivost hladina interferonu gama (INF-γ) v pleurálním výpotku [220]. Hodnoty INF-γ vyšší než 138 ng/l mají v diagnostice tuberkulózního onemocnění senzitivitu 90,2% a specificitu 97,3% [221]. 
   Význam může mít i vyšetření lysozymu v pleurální výpotku, obvykle ale v kombinaci s ostatními laboratorními markery TBC (hlavně ADA). Zkoumá se význam dalších laboratorních markerů  v diagnostice tuberkulózní pleuritidy jako je interleukin 12 (IL-12), solubilní receptor interleukinu 2 (sIL-2r), interleukin 18 (IL-18) a další. V praxi se však žádný z těchto markerů běžně nepoužívá.

2.3.3.3  Mikrobiologická vyšetření
   Zvykle se u nejasného exsudativního výpotku provádí mikroskopické vyšetření s Gramovým barvením, Ziehl-Neelsenovým barvením, kultivační vyšetření aerobní a anaerobní nespecifické bakteriální flóry, mykobakterií a event. mykotických patogenů. Výtěžnost mikroskopického vyšetřené punktátu s Gramovým barvením je velmi nízká a udává se 2,5-5,0% [222,223]. Kultivační vyšetření je přínosnější, ale mezi jednotlivými údaji v literatuře jsou obrovské rozdíly a zastoupení pozitivního výsledku kultivačního vyšetření se pohybuje mezi 3% až 58% [222,224]. Inokulace pleurální tekutiny do medií pro kultivaci krve zvyšuje výtěžnost až o 21% [225]. V pleurálním výpotku je možné vyšetřovat i mikrobiální antigeny, nejčastěji se provádí vyšetření antigenu Streptococcus pneumoniae. V posledních letech se rozvíjí i vyšetřování pomocí molekulárně genetických metod (hlavně pomocí polymerázové řetězové reakce). Tyto metody dle různých autorů zlepšují výsledky mikrobiologické diagnostiky o 40-60% [226,227]. Většina pozitivní kultivací obsahuje aerobní patogeny, zastoupení anaerobních bakterií je výrazně menší, nemalé množství zánětlivých výpotků je smíšeného původu. U gram-pozitivních kultivací  dominují streptokoky (často Streptococcus pneumoniae) a stafylokoky (hlavně Staphylococcus aureus), zatímco Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas species a Haemophilus influenzae jsou nejobvyklejší gram negativní baktérie vykultivované z pleurálního výpotku. Nejčastější anaerobní patogeny jsou Fusobacterium nucleatum, Prevotella sp., Bacteroides sp. a Peptostreptococcus. Méně často nacházíme mykotické patogeny (hlavně aspergily), aktinomycety a nokardie.

   Mikroskopické vyšetření punktátu s barvením dle Ziehl-Neelsena v diagnostice tuberkulózní pleuritidy je jen málo přínosné a jeho senzitivita dosahuje jen 1-5% [175,228]. Lepší senzitivity (přes 15%) dosahují metody urychlené kultivace Mycobacterium tuberculosis  (BACTEC). Nejlepší výsledky poskytuje klasická kultivace Mycobacterium tuberculosis  po dobu 6-9 týdnů. V literatuře se senzitivita tohoto vyšetření pohybuje v širokém rozmezí mezi 10 až 87% [229, 230]. Vyšetření Mycobacterium tuberculosis  metodou polymerázové řetězové reakce dosahuje senzitivity 20-81% a specificity 78-100% [230,231].

2.3.3.4  Cytologické vyšetření
   Diferenciální rozpočet leukocytů v pleurálním punktátu může pomoci při pátrání po příčině výpotku a naznačit další směry vyšetřování. Převaha neutrofilů v pleurální tekutině je typická pro výpotky parapneumonické a paraembolické, ale bývá přítomna i u traumatických výpotků, benigního výpotku u azbestózy a v akutní fázi tuberkulózy. Lymfocytární výpotek je nejčastěji důsledkem tuberkulózy nebo maligního procesu, dalšími příčinami mohou být, sarkoidóza, revmatoidní artritida, chylotorax, srdeční selhání, urémie, syndrom žlutých nehtů. Eozinofilní výpotek obsahuje více než 10% eozinofilů v pleurálním punktátu. Má jen malý přínos v diferenciální diagnostice pleurálního výpotku. Je přítomen, pokud pleurální dutina obsahuje vzduch nebo krev (pneumotorax, hemotorax). Často bývá důsledkem maligního procesu. Benigní příčiny eozinofilního výpotku jsou plicní embolizace, benigní azbestóza, polékové postižení, mykotické a parazitární infekce, Churg-Straussové syndrom. Monocyty bývají zvýšeny u virových infekcí a vyšší počet bazofilů byl popsán ve výpotcích u myeloidní leukémie. 
   Cytologické vyšetření pleurální tekutiny má významné místo v diagnostice maligních pleurálních výpotků. Jeho senzitivita je udávána v literatuře průměrně okolo 60% s širokým rozptylem mezi 33-87% [232,233,234]. Recentní data naznačují, že k optimálnímu cytologickému vyšetření je potřeba nejméně 50 ml pleurální tekutiny [235]. Senzitivita vyšetření závisí na morfologickém typu nádoru. Light uvádí výtěžnost mezi 20-80%,  nejvyšší u karcinomu prsu, nejnižší u sarkomu [236]. Hooper a spol. uvádí vyšší senzitivitu tohoto vyšetření u adenokarcinomu než u spinocelulárního karcinomu, lymfomu a mezoteliomu v sestupném pořadí. [175]. Význam má také opakování cytologického vyšetření, Jak demonstroval Garcia a spol., druhé cytologické vyšetření punktátu zvýšilo senzitivitu o 27% [237]. V případě nálezu maligních buněk by mělo být provedeno imunocytochemické vyšetření k přesnému určení typu nádoru [175]. V případě mezoteliomu ale není samotná cytologická diagnostika dostatečná, a to z důvodu nesnadného odlišení aktivovaných mezotelií od nádorových buněk a je doporučená definitivní verifikace histologickým vyšetřením adekvátního bioptického vzorku pleury [126,238]. 
   Běžným histologickým  vyšetřením bývá nezřídka obtížné odlišit mezoteliom od jiných tumorů, zvláště epiteloidní mezoteliom od metastatického adenokarcinomu. Z tohoto důvodu je často nutné provést imunohistochemické vyšetření nádorových buněk. Přestože bylo objeveno mnoho vhodných protilátek, žádná z nich není absolutně senzitivní ani specifická. Přehled jednotlivých protilátek je uveden v tab. č. 8 [126,239].                    
Tab. č. 8:  Imunohistochemie mezoteliomu a metastatického adenokarcinomu 
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Epiteliální membránový antigen (EMA)

antigen 1 Wilmsova tumoru (WT-1)
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2.3.4  Invazivní vyšetření pleury
   Pokud přetrvává podezření na maligní proces pleury a při cytologickém vyšetření pleurálního výpotku nejsou nalezeny maligní buňky, jsou indikovány invazivní vyšetřovací postupy. Dle našeho názoru je první volbou biopsie pleury jako minimálně invazivní vyšetřovací metoda, prováděná v lokální anestézii. Používají se různé typy bioptických jehel – Abramsova, Copeho, Ramelova, Tru-cut a další. Komplikace biopsie nejsou ve velké většině případů příliš závažné, nejčastější komplikací je pneumotorax, který se vyskytuje ve 3-20% případů, dále bolest v místě výkonu (1-15% případů), vazovagální synkopa (1-5% případů), hemotorax (<2% případů), hematom (<1% případů), empyém, vzácnými komplikacemi jsou subkutánní emfyzém, pneumomediastinum, eventuálně poranění jater, sleziny, ledvin. Dle různých autorů zvyšuje biopsie pleury výtěžnost diagnostiky oproti izolované cytologii punktátu o 7-27% [240,241,242,243]. Celková senzitivita biopsie pleury se v literatuře dle různých zdrojů pohybuje mezi 33,4-65% [240,244,245,246,247]. Pro mezoteliom je uváděna senzitivita nižší, jen mezi 16-46% [240,248,249,250,251,252]. Mimo diagnostiku maligních pleurálních výpotku je biopsie pleury velmi dobrou metodou v diagnostice tuberkulózní pleuritidy, kde se její výtěžnost pohybuje dle různých autorů mezi 50% až 97% [253,254,255]. 
   Vyšší výtěžnost může přinést cílená biopsie pleury (pod UZ nebo CT navigací). Biopsie pleury pod UZ kontrolou dosahují výtěžnost 70-86% [256,257,258]. Ještě lepší výsledky jsou dosahovány při cílených biopsiích pleury pod CT. Scott a spol. uvádějí senzitivitu 83%, Maskell a spol. 87% a Adams a spol. 88% [245,259,260]. Pro samotný mezoteliom je pak uváděna senzitivita tohoto vyšetření 86%-87,5% [261,262]. Raritní jsou práce věnující se pleurálnímu brushingu v diagnostice maligního postižení pleury, udávající senzitivitu přesahující pouze 50% [263]. 

   V posledních letech dochází v diagnostice nemocí pleury k významnému rozvoji semiflexibilní pleuroskopie (nazývané též  lékařská torakoskopie). Bývá prováděna pneumology na endoskopických sálech v lokální anestezii a sedaci a používá obvykle jeden, maximálně dva vstupy do hrudníku. Je méně invazivní, levnější a bezpečnější než chirurgické metody. Větší komplikace jako je empyém, krvácení nebo pneumonie se objeví jen ve 2,3% výkonů a mortalita je velmi nízká, pohybuje se mezi 0,01-0,4% [175,264].  Senzitivita této diagnostické metody pro maligní pleurální výpotky se pohybuje mezi 88,9% až 97,0% [175,264,265,266,267]. V této indikaci je tedy srovnatelná s chirurgickými metodami resp. videoasistovanou  hrudní chirurgií (VATS).   

   Za zlatý standard v diagnostice maligního postižení pleury jsou stále považovány chirurgické metody. Klasická torakoskopie je v dnešní době nahrazována metodou videoasistované  hrudní chirurgie (VATS)., kdy je operační rána kontrolována pomocí videotorakoskopu, nástroje se zavádějí malými řezy v hrudní stěně, zvykle přes duté bodce (trokary), obvykle je potřeba 2-4 řezů. Výkony jsou prováděny na operačním sále v celkové anestézii s použitím biluminální endotracheální kanyly s ventilací pouze jedné, a to kontralaterální plíce, plíce na operované straně hrudníku je kolabovaná.  Výtěžnost VATS se pohybuje kolem 95% i více [264,268,269]. Senzitivita klasické torakoskopie pro maligní postižení pleury včetně mezoteliomu je 91-99% [251,270,271,272,273]. Tyto výkony jsou ale  výrazně větší zátěží pro pacienta, prováděné v celkové anestézii, ekonomicky i časově náročnější a doprovázeny větším rizikem většího množství závažných komplikací, ke kterým patří těžké krvácení, arytmie, empyém, vzduchová embolie, rozsáhlý podkožní emfyzém. Výskyt vážných komplikací se udává 3-15% případů, lehkých komplikací 8-18% případů, mortalita 0,4% případů [175,270,272,274]. 

2.4.  Mezotelin
   Zvláštní místo mezi pleurálními onemocněními zaujímá mezoteliom pleury, sice poměrně vzácný, ale na druhé straně velmi agresivní a špatně léčitelný nádor s neuspokojivou prognózou. Příčinou bývá většinou pozdní diagnostika mezoteliomu v pokročilém stadiu nemoci, kdy již není možná radikální terapie. Předpokládá se, že zlepšení diagnostiky mezoteliomu se záchytem nemoci v časném stadiu by mělo vést k prodloužení přežití a zlepšení prognózy nemocných. V současnosti  neexistuje v klinické praxi rutinně používaný marker mezoteliomu. V posledních letech však byly objeveny nové biomarkery, jejichž role v diagnostice mezoteliomu pleury je intenzivně studována. Jsou to mezotelin,  megakaryocyty potencující faktor (MPF) a osteopontin.

   Mezotelin byl objeven v roce 1992 a  název získal v roce 1996 [275,276]. Lidský gen pro mezotelin leží na 16. chromozómu (lokus 16p13.3) a v sousedství lokusu tumor supresního genu Tsc2. Laboratorní studie prokázaly, že gen pro mezotelin je homologem Erc (Expressed in renal carcinoma) genu, který  u Ekerových mutantních krys vede ke vzniku vrozené rakoviny ledvin [277]. V literatuře se tedy někdy používá i termín ERC/mezotelin. Lidský gen pro mezotelin kóduje  prekurzorový mezotelinový protein s hmotností 71 kDa, který je štěpen furinu podobnou proteázou  na dvě části. První je sekreční N-terminální fragment s hmotností 31 kDa uvolňovaný do krve, druhý C-terminální fragment s hmotností 40 kDa je vázán v buněčné membráně. N-terminální část je označována jako megakaryocyty potencující faktor (MPF) nebo N-ERC/mezotelin, zatímco část v buněčné membráně je samotný mezotelin, také označovaný jako C-ERC/mezotelin [278].    

   Mezotelin je glykoprotein, za fyziologických okolností pevně zakotvený pomocí glykosylfosfatidylinositolu v buněčné membráně normálních mezotelových buněk [274].

Hraje fyziologickou roli v adhezivních dějích, rozpoznávání a signalizaci mezi buňkami [279]. K jeho hyperexpresi dochází u řady nádorových procesů, nejčastěji u mezoteliomu, méně často u karcinomu ovaria, pankreatu a plic (zvláště adenokarcinomů), vzácně pak u karcinomu prsu, tlustého střeva, endometria, ledvin a sarkomů [280,281,282,283,284,285]. Imunohistochemické studie mezotelinu v bioptických vzorcích pleury dosáhli u mezoteliomu pleury senzitivity 75-100% a specificity 90%, zatímco u metastatického postižení pleury spinocelulárním karcinomem plic byla senzitivita jen 27% [283,286]. 

   Ačkoliv je mezotelin za normálních okolností pevně vázán v buněčné membráně, dochází v určitých situacích k uvolňování mezotelinu resp. jeho fragmentů do tělesných tekutin, kde je detekován jako tzv. solubilní mezotelin nebo také solubilní proteiny příbuzné mezotelinu (soluble mesothelin-related proteins, SMRP) [287,288]. Existují tři různé varianty těchto proteinů [289,290]. Jsou to mezotelin 1, který je nejčastější, varianty 2 a 3 jsou vzácnější [291]. Varianty mezotelin 1 a mezotelin 2 (lišící se od varianty 1 jen v osmi aminokyselinách) vznikají proteolytickým odštěpením části molekuly membránového mezotelinu, pravděpodobně působením některé fosfolipázy nebo proteázy [292,293]. Varianta mezotelin 3 (v některých textech uváděna taktéž pod synonymem SMRP) je způsobena genovou mutací mezotelinového genu a má identickou N-terminální část, ale odlišnou C-terminální část proti normálnímu membránovému mezotelinu [131,293]. Zvýšení SMRP je nalézáno často u mezoteliomů, zvláště epiteloidního typu, méně často u karcinomu pankreatu, ovaria a plic, vzácně i jiných malignit. Sérový SMRP může být mírně až středně vyšší i v benigních případech jako jsou osoby v expozici azbestu, arteriální hypertenze, městnavé srdeční selhání, renální insuficience [281]. 

Dle recentní práce není sérový SMRP zvýšen u azbestózy [294]. Vliv na hladinu sérového SMRP má věk, váha (body mass index <25), glykémie, kouření, pozitivní osobní anamnéza malignit či azbestového pleurálního postižení  [295,296,297,298]. Na hladinu SMRP v pleurálním výpotku nemá vliv pleurodéza talkem či současná přítomnost baktérií v pleurálním výpotku, ani nekoreluje se známkami zánětu v pleurální dutině jako jsou pH výpotku a hladina laktátdehydrogenázy [299].

   Megakaryocyty potencující faktor (MPF) o hmotnosti 31 kDa je těžká sekreční část společného mezotelinového prekurzoru. U myší stimuluje  aktivitu  interleukinu-3  k  formování megakaryocytárních shluků, ale jeho význam u lidí není dosud znám.

   Osteopontin o hmotnosti 44 kDa je extracelulární glykoprotein produkovaný řadou různých buněk – osteoblasty, osteoklasty, epiteliálními buňkami kůže, prsu, ledvin, buňkami endotelu, nervového systému a imunitního systému (T lymfocyty, přirozenými zabíječi NK, makrofágy) a v lidském organismu má řadu funkcí. Je složkou neminerální kostní matrix, účastní se adhezivních i migračních dějů a je klíčovým cytokinem v mediaci I. typu imunitní reakce. Na druhé straně  se u maligních procesů účastní procesů růstu, prorůstání a metastázování tumoru. Vysoká sérová hladina osteopontinu je nalézána u řady malignit, kromě mezoteliomu i karcinomu prsu, ovaria, plic, prostaty, jícnu, žaludku, pankreatu, střeva a sarkomů. Jeho zvýšení je však popisováno u pleurálních výpotků  řady nenádorových onemocnění jako jsou tuberkulóza, intersticiální pneumonie, ischemická choroba srdeční a další [300]. Problémem výtěžnosti vyšetření sérového osteopontinu je jeho proteolýza trombinem, což vede k falešně negativním výsledkům [301]. 

3  Cíle práce (hypotézy)

3.1. Cíl práce 1 (hypotéza 1)   

   Sledování hladiny sérového mezotelinu u osob profesionálně exponovaných azbestu a dispenzarizovaných na příslušných pracovištích pracovního lékařství a hledání vztahu mezotelinu k diagnóze mezoteliomu pleury či jiného azbestem indukovaného onemocnění pleury u této skupiny populace. Světově publikované údaje jsou v tomto směru mnohdy protichůdné. V České republice nebyl v této oblasti podobný výzkum dosud proveden. Cílem práce je prokázat význam mezotelinu jako biomarkeru poškození pleury azbestem, zvláště vzniku maligního mezoteliomu pleury. Hypotetický předpoklad je, že hladina mezotelinu bude přímo korelovat s délkou expozice azbestu a s tíží postižení pleury a nejvyšší hodnoty mezotelinu budou nalezeny u pacientů, u kterých je zjištěna diagnóza maligního mezoteliomu pleury.   

3.1.1  Body k dosažení cíle 1
1. Zhodnotit u všech vyšetřovaných osob věk, délku expozice azbestu, anamnézu a nález azbestem indukovaného benigního postižení pleury a/nebo plic či maligního onemocnění

2. Vyšetřit u všech vyšetřovaných osob hladinu sérového mezotelinu ve vzorku venózní krve a podle cut-off  hodnoty mezotelinu 1,5 nmol/litr rozdělit nálezy na pozitivní (>1,5 nmol/litr) a negativní (<1,5 nmol/litr).

3. Provést u osob s pozitivním nálezem mezotleinu a u osob s  novými nebo zhoršenými klinickými symptomy  (dušnost, kašel, bolesti na hrudi) nebo nálezy na skiagramu hrudníku  další vyšetření – CT plic a/nebo  18F-fluorodeoxyglukóza PET/CT vyšetření. 

4. Provést u osob s potvrzenými patologickými nálezy morfologickou diagnostiku k určení definitivní diagnózy postižení pleury. 

5. Rozdělit  vyšetřované osoby podle nálezů a morfologické diagnostiky do jednotlivých skupin.

6. Zhodnotit vztah hladiny sérového mezotelinu k délce expozice a jednotlivým skupinám nálezů. 

3.2. Cíl práce 2 (hypotéza 2)   

   Sledování hladiny sérového mezotelinu u osob s pleurálními výpotky nejasné etiologie a hledání vztahu mezotelinu k jednotlivým diagnózám pleurálního výpotku. Výsledky studií v literatuře jsou v tomto směru velmi různorodé, v České republice nebyla dosud žádná práce na toto téma publikována. Cílem práce je prokázat možnou souvislost mezi hodnotou sérového mezotelinu a maligním postižením pleury. Hypotetický předpoklad je, že hladina mezotelinu bude souviset s tíží postižení pleury a bude nejvyšší u maligního onemocnění pleury, zvláště maligního mezoteliomu pleury.   

3.2.1  Body k dosažení cíle 2

1. Vybrat pacienty s exsudativním pleurálním výpotkem nejasné etiologie trvající nejméně 6 týdnů. 

2. Vyšetřit u všech vyšetřovaných osob hladinu sérového mezotelinu ve vzorku venózní krve a podle cut-off  hodnoty mezotelinu 1,5 nmol/litr rozdělit nálezy na pozitivní (>1,5 nmol/litr) a negativní (<1,5 nmol/litr).

3. Provést u osob s potvrzenými patologickými nálezy morfologickou diagnostiku k určení definitivní diagnózy postižení pleury. 

4. Rozdělit  vyšetřované osoby podle nálezů a morfologické diagnostiky do jednotlivých skupin.

5. Zhodnotit vztah hladiny sérového mezotelinu k jednotlivým skupinám nálezů. 

4  Materiál a metodika (cíl 1)
4.1  Soubor pacientů

Prospektivní studie se zúčastnilo celkem 239 osob profesionálně exponovaných azbestu. Ze všech zúčastněných osob  je 123 osob dispenzarizováno na Klinice pracovního lékařství Všeobecné fakultní nemocnice Praha a 116 osob na Klinice pracovního lékařství Fakultní nemocnice Olomouc. Průměrný věk osob byl 63,84 roku (směrodatná odchylka, SD 9,920). Všichni minimálně jednou ročně podstoupili klinické vyšetření, skiagram hrudníku, popřípadě CT hrudníku a funkční vyšetření plic. 

4.2  Technika vyšetření sérového mezotelinu

K vyšetření solubilního mezotelinu byl použit dvoustupňový imunoenzymatický (ELISA) test MESOMARK, který využívá dvojice monoklonálních protilátek. První protilátka 4H3 váže solubilní mezotelin varianty 1,2 a 3, druhá protilátka OV569  vazbou detekuje solubilní mezotelin varianty 1 a 3. Za barevné změny je odpovědný reagenční substrát tetrametylbenzidin (TMB), který je katalyzován peroxidázou za produkce modré barvy, která je účinkem „stop“ roztoku (1% kyseliny chlorovodíkové) změněna na žlutou barvu, která je poté kvantifikována kolorometricky.  Komerční souprava MESOMARK obsahoval koncentrovaný promývací pufr, substrát tetrametylbenzidin (TMB) v pufru, „stop“ roztok – 1% kyselinu chlorovodíkovou (HCl), mikrotitrační plotnu potaženou monoklonální protilátkou 4H3, konjugát OV569 monoklonální protilátku v křenové peroxidáze, diluent – PBS pufr s bovinním sérem a kalibrátory A-F 0-32 nM. Získaná séra vyšetřovaných jedinců  byla ředěna solučním roztokem v poměru 1:100. Poté bylo pipetováno 100 µl kalibrátorů, kontrol a vyšetřovaných sér do jednotlivých jamek v mikrotitrační plotně a proběhla inkubace při pokojové teplotě po dobu 60 minut s protřepáváním plotny. Následovalo  pětinásobné promytí 350 µl promývacího roztoku. Pak bylo pipetováno 100 µl konjugátu OV569 monoklonální protilátky do každé jamky, inkubováno dalších 60 minut při ochraně před světlem s protřepáváním plotny a opět pětkrát  promýváno 350 µl promývacího roztoku. Následně bylo pipetováno 100 µl substrátu tetrametylbenzidinu do každé jamky, inkubováno 15 minut při ochraně před světlem s protřepáváním plotny. Nakonec byla reakce zastavena podáním 100 µl „stop“ roztoku – 1% kyseliny chlorovodíkové do každé jamky a jemně protřepáno. Poté byly vzorky vyšetřovány kolorometricky při použití vlnové délky 450 nm a srovnáním s 6-ti bodovou kalibrační křivkou (v rozsahu 0-32 nmol/l) byla určena hodnota SMRP ve vyšetřovaném vzorku. Minimální detekční limit vyšetření je 0,16 nmol/l. 99. percentil referenční skupiny je 1,5 nmol/l. Nebyla nalezena žádná interference s bilirubinem, hemoglobinem, triacylglyceroly  ani cytostatiky (gemcitabin, pemetrexed, carboplatina, cisplatina). 

Koncentrace mezotelinu v séru 

Jako norma byla považována hodnota mezotelinu 0-1,5 nmol/litr. Hodnoty >1,5 nmol/litr byly považovány za pozitivní, hodnoty <1,5 nmol/litr byly považovány za negativní.

4.3  Metodika 

   U všech vyšetřovaných osob byla provedena kompletní anamnéza, fyzikální vyšetření, skiagram hrudníku a funkční vyšetření plic. U všech vyšetřovaných osob byl sledován věk, délka expozice azbestu, anamnéza a nález azbestem indukovaného benigního postižení pleury a/nebo plic či maligního onemocnění.  

   Všem osobám byl odebrán vzorek venózní krve, v kterém byla vyšetřena hladiny sérového mezotelinu pomocí imunoenzymatického (ELISA) testu MESOMARK pomocí kitu MESOMARK Assay ( výrobce Fujirebio Diagnostics, Inc.).

   U osob s pozitivní hodnotou mezotelinu (>1,5 nmol/litr) a u osob s  novými nebo zhoršenými klinickými symptomy  (dušnost, kašel, bolesti na hrudi) nebo nálezy na skiagramu hrudníku byla provedena další vyšetření – CT plic a/nebo  18F-fluorodeoxyglukóza PET/CT vyšetření. U osob s potvrzenými patologickými nálezy byla provedena morfologická diagnostika k určení definitivní diagnózy.

   Osoby pak byly rozděleny podle nálezů na skupinu osob zdravých tzn. bez radiologického nálezu a skupinu osob s radiologickým nálezem. Tato skupina pak byla dále dělena na skupiny osob s hyalinózou, azbestózou, mezoteliomem,  jinou malignitou, respektive různých kombinací těchto postižení.  

   Byl hodnocen vztah hladiny sérového mezotelinu k délce expozice a jednotlivým skupinám nálezů. Byla počítána senzitivita a specificita vysoké hladiny sérového mezotelinu  pro skupinu mezoteliomu, skupinu jiných malignit a skupinu všech malignit. 

   Ke statistickému zpracování byl použit statistický software SPSS, verze 15. Všechny testy byly provedeny na hladině signifikance 0,05. K popisné statistice hodnot byly použity 
aritmetický průměr – mean a směrodatná odchylka – SD. Dále byly použity Spearmanův korelační koeficient, Mann-Whitney U-test, Kruskal-Wallisův test a Fisherův přesný test.

5 Výsledky (cíl 1)
Průměrná délka expozice azbestu byla 19,91 roku (SD 10,736). Bez nálezu, tedy zdravých osob exponovaných azbestu bylo 90 případů (37,7%), 149 osob mělo přítomen  jeden nebo více patologických nálezů (tab. č. 9).

Tab. č. 9:  Rozdělení souboru dle nálezů 

[image: image1]
   Statisticky byla prokázána slabá pozitivní korelace mezi hladinou mezotelinu a délkou expozice (r=0,230, p=0,0003)  (obr. č.1), ale nebyl prokázán statisticky významný rozdíl v délce expozice mezi pacienty, kteří mají mezotelin v normě a kteří  mají vysoké hodnoty mezotelinu (p=0,185) (obr. č.2).
   Hodnoty mezotelinu resp. mediánu, průměru a směrodatné odchylky u jednotlivých skupin jsou uvedeny v tab. č.10.

Graf č. 1:  Korelace mezi hodnotou mezotelinu a délkou expozice azbestu

mezotelin (nmol/litr)
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                                                  expozice (roky)
Tab. č. 10: Hodnota mezotelinu u jednotlivých skupin vyšetřovaných osob
	skupina
	počet
	medián
	průměr
	SD

	všichni
	239
	0,6900
	0,7991
	0,56523

	bez nálezu
	90
	0,5000
	0,5709
	0,34767

	s nálezem
	149
	0,7800
	0,9370
	0,62471

	s benigním nálezem
	128
	0,7550
	0,8685
	0,54307

	s maligním nálezem
	21
	1,1900
	1,3543
	0,89574


Graf č. 2:  Hladina mezotelinu a délka expozice  
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U osob s RTG nálezem byly prokázány statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu než u osob zdravých tzn. bez nálezu (0,78±0,63 vs. 0,50±0,35, p<0,0001) (obr. č.3) a mezi osobami s RTG nálezem je statisticky významně vyšší podíl osob s pozitivním mezotelinem oproti skupině bez nálezu (14,8% vs. 2,2%, p=0,001).  

Graf č. 3:  Srovnání hodnot mezotelinu u osob s nálezem a bez nálezu
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Skupina osob s benigním nálezem měla statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu než skupina osob bez RTG nálezu (0,755±0,543 vs. 0,50±0,35, p<0,001). Ve skupině osob s  benigním nálezem (hyalinózou pleury, azbestózou) byly prokázány statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu u pacientů s azbestózou (p=0,027) (obr. č.4). 

Graf č. 4:  Mezotelin u benigních nálezů (azbestóza vs. hyalinóza pleury)
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Při srovnání skupiny osob s benigním nálezem a skupiny osob s maligními nálezy (i s benigními nálezy) byly nalezeny významně vyšší hodnoty mezotelinu ve skupině maligních nálezů, maligní vs. benigní nálezy (1,19±0,89 v.s. 0,76±0,54, p=0,015) (obr. č.5). U osob s maligním nálezem byl statisticky významně vyšší výskyt pozitivního mezotelinu oproti skupině s benigními nálezy (42,9% vs. 10,2%, p=0,001). Ve skupině osob s maligním nálezem nebyl zjištěn statisticky významný rozdíl hodnoty mezotelinu mezi osobami s mezoteliomem a osobami s jinou malignitou (p=0,107, ale mezoteliom měly pouze 4 osoby). 

Graf č. 5:  Mezotelin u benigních a maligních nálezů
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   Zvýšená hodnota mezotelinu  >1,5 nmol/litr byla nalezena u 24 osob (10,0%). Z toho byla diagnóza mezoteliomu (n=3), jiné malignity (n=6) a benigního procesu (n=15). Senzitivity

a specificity sérového mezotelinu pro mezoteliom a maligní onemocnění obecně jsou uvedeny v tab. č. 11.

Tab. č. 11: Senzitivita a specificita mezotelinu u mezoteliomu a maligních onemocnění 
	
	mezoteliom
	jiné malignity
	všechny  malignity 


	senzitivita

	75,0%
	35,3%
	42,9%

	specificita
	90,6%
	91,9%
	93,1%


6  Diskuze (cíl 1)

   V naší práci jsme prokázali jen slabou korelaci mezi hladinou mezotelinu a délkou expozice (r=0,230, p=0,0003), ale nikoliv rozdíl v délce expozice mezi osobami s normálním a zvýšeným mezotelinem. Souvislost mezi hladinou mezotelinu a délkou expozice azbestu zkoumala španělská studie z roku 2009, ale neprokázala ji (r=0,194, p=0,50) [302]. Také jiní autoři řady recentních prací korelaci mezi hladinou mezotelinu a délkou azbestové expozice či množstvím azbestových vláken, přítomných v plicích, neprokázali [130,295,299,303,304,305]. Je pochopitelné, že samotná doba expozice azbestu nevypovídá o závažnosti expozice, neboť významná je zejména míra prašnosti, vyjádřená koncentrací azbestových vláken v ovzduší, která však nebyla na pracovištích v druhé polovině 20. století vždy měřena.  Na zvýšení mezotelinu se mohou podílet i jiné patologické pochody, včetně specifických procesů probíhajících v nádorových buňkách [299]. 

   Existuje řada studií,  které uvádějí mezotelin jako možný marker expozice azbestu s nálezem  významně vyšších hodnot mezotelinu u osob exponovaných azbestu oproti osobám neexponovaným. Již Robinson a spol. ve své první práci studující mezotelin zjistili jeho vyšší hodnoty u osob exponovaných azbestu než u osob zdravých bez expozice [306]. Také Pass a spol. udávají hodnoty SMRP u osob exponovaných azbestu významně  vyšší než u zdravých neexponovaných kontrol (0,99±0,09 vs. 0,39±0,02, p<0,001) [130]. Podobné výsledky přinesla i italská studie z roku 2011, kde byly hodnoty mezotelinu u azbestu exponovaných osob výrazně vyšší než u kontrol (0,93±0,49 vs. 0,54±0,28) [307]. Také Portal a spol. došli k podobným výsledkům mezotelinu u osob exponovaných azbestu a zdravých kontrol (0,41±0,15 vs. 0,23±0,07, p<0,001 [304]. Výjimkou jsou  práce Creaneyové a spol. a Hollevoeta a spol., které zjistily obdobné hodnoty mezotelinu u osob exponovaných azbestu (medián 0,638 resp. 0,820) a neexponovaných zdravých kontrol (medián 0,701 resp. 0,950) [303,308]. Existují i práce studující jiné možné markery expozice azbestu a jeho patologického efektu. Petřek a spol. studovali význam 16 kDa proteinu produkovaného Clarovými buňkami v plicích, který je označován jako Clara cell protein (CC16). Hladina tohoto proteinu v bronchoalveolární tekutině (BALT) byla významně vyšší u osob exponovaných azbestu v porovnání se zdravými neexponovanými kontrolami (0,81±0,65 mg/l vs. 0,39±0,19 mg/l, p=0,09). Obdobě i v séru byly hodnoty CC16 významně vyšší u osob exponovaných azbestu než u zdravých neexponovaných kontrol (27,2±24,0 μg/l vs. 16,1±7,6 μg/l, p=0,01). Nebyla ale zjištěna korelace mezi hladinou CC16 a délkou expozice azbestu či tíží plicního postižení na skiagramu hrudníku [309]. Kolek a spol. vyšetřovali změny v alveolárním prostoru při profesionální expozici azbestu pomocí rozboru BALT. Soubor vyšetřovaných osob byl rozdělen na skupiny s kratší expozicí azbestu (<15 let) a delší expozicí azbestu (≥15 let). Délka expozice azbestu pozitivně korelovala s množstvím azbestových tělísek v 1 ml BALT (3,2±5,9 vs. 0,4±0,9, p<0,01) a celkovým množstvím buněk v 1 ml BALT (2,8±2,0.108 vs. 1,5±0,8.108, p<0,01). Poměr pomocných a tlumivých T lymfocytů (CD4/CD8 T lymfocytů) byl nesignifikantně nižší u skupiny s delší expozicí azbestu (1,4±0,9 vs. 2,1±1,7). Statisticky významná byla negativní korelace mezi hodnotou poměru CD4/CD8 T lymfocytů a tíží postižení respiračního systému. Poměr CD4/CD8 T lymfocytů klesal sestupně v řadě normální RTG nález, pleurální postižení, intersticiální plicní postižení, malignity (2,7±1,7 vs. 1,2±0,7 vs. 0,9±0,4 vs. 0,7±0,4, p<0,04). Dle této práce by tedy mohlo být rizikovým faktorem maligního zvratu snížení lokální imunity s převahou tlumivých T lymfocytů nad pomocnými T lymfocyty [310].          

   Většina prací udává významně vyšší hodnoty mezotelinu u osob exponovaných azbestu s benigními postiženími pleury a plic než u zdravých azbestu exponovaných jedinců. Park a spol. udávají průměr mezotelinu u zdravých osob exponovaných azbestu 0,79±0,45 nmol/l v porovnání hodnoty 1,06±0,92 nmol/l u osob s benigním postižením (p<0,01) [294]. Stejný výsledek prokázala italská studie z roku 2012 s průměrnými hodnotami mezotelinu 0,51 nmol/l u benigních postižení a 0,43 nmol/l u zdravých exponovaných osob [311]. Mnoho dalších prací prokázalo obdobné nálezy [130,298,300,301,308,312,313]. Naše práce také prokázala statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu u skupiny osob s benigním nálezem než u skupiny osob bez RTG nálezu (0,755±0,543 vs. 0,50±0,35, p<0,001). Recentní australská studie dokonce uvádí i souvislost mezi hladinou mezotelinu a tíží azbestem indukovaného postižení respiračního systému [314]. Výjimkou jsou studie Portala a spol. a Feltena a spol., které neprokázaly u osob exponovaných azbestu rozdíl mezi skupinou jedinců s benigním postižením pleury a skupinou zdravých (0,40±0,14  resp. 0,706  vs. 0,41±0,15 resp. 0,796, p=0,038) [295,302). Při porovnání hodnot sérového mezotelinu u benigních azbestem indukovaných postižení respiračního systému jsme překvapivě zjistili významně vyšší hodnoty mezotelinu u azbestózy než u hyalinózy pleury. Tento nález může souviset s vyšší kumulovanou dávkou azbestových vláken (fibre years), kterou lze předpokládat pro rozvoj azbestózy. Recentní práce však uvádí, že u azbestózy není sérový mezotelin zvýšen [294].

  Prvním impulsem ke zkoumání mezotelinu jako možného prediktivního faktoru mezoteliomu byla práce Robinsona a spol. z roku 2003, která primárně hodnotila výtěžnost mezotelinu v diagnostice mezoteliomu pleury ve srovnání se zdravými osobami v expozici azbestu, nádory plic a jinými onemocněními pleury. Během následujících pěti let sledování byl ale u tří ze sedmi zdravých osob v expozici azbestu a současně zvýšenou hodnotou solubilního mezotelinu diagnostikován mezoteliom pleury a u jedné osoby karcinom plic [306]. 

   Další práce již tak optimistické výsledky nepřinesly. V australské studii bylo vyšetřeno 538 jedinců v expozici azbestu. Jednalo se o heterogenní skupinu osob bez nebo s radiologickým nálezem azbestem indukovaného postižení pleury nebo plic. Jako cut-off hodnota bylo použito 2,5 nmol/l. Zvýšená hodnota byla nalezena u 15 osob, které byly dále vyšetřovány včetně PET/CT vyšetření. U jedné z nich byl diagnostikován karcinom plic, ale u žádné mezoteliom pleury [294].

   Roe a spol. vyšetřovali mezotelinu ve vzorcích séra odebraných 1-30 let před diagnózou mezoteliomu pleury u 47 osob s touto nemocí a podobně vyšetřovali vzorky séra u kontrolní skupiny 141 osob. Cut-off mezotelinu bylo 2,3 nmol/l. Nezjistili elevaci sérového mezotelinu v době před diagnózou mezoteliomu pleury ani rozdíly v hladině mezotelinu mezi skupinou mezoteliomů a kontrolní skupinou [281]. 

   V našem souboru jsme naopak prokázali významně vyšší hodnoty mezotelinu u osob s nálezem oproti osobám zdravým (0,78±0,63 vs. 0,50±0,35, p<0,0001) a v rámci skupiny s RTG nálezem jsme pak zjistili významně vyšší hodnoty mezotelinu u osob s maligním nálezem ve srovnání se skupinou s čistě benigním nálezem (1,19±0,89 v.s. 0,76±0,54, p=0,015). 

   V australské studii z roku 2010 byl mezotelin opakovaně vyšetřován v archivních vzorcích séra u 106 osob s mezoteliomem pleury, 99 osob v expozici azbestu a 109 zdravých kontrol. Medián mezotelinu byl u zdravých osob 0,701 nmol/l, u osob exponovaných azbestu 0,638 nmol/l, u osob s mezoteliomem 1,556 nmol/l. Při použití cut-off hodnoty 2,5 mmol/l  byl mezotelin absolutně zvýšen u 15%  osob s mezoteliomem s mediánem 8 měsíců před stanovením diagnózy, při longitudinálním sledování byl mezotelin relativně zvýšen u 40% osob s mezoteliomem pleury [303]. 

   V recentní německé práci vyšetřující sérový mezotelin s cut-off hodnotou 1,5 nmol/l  jen u osob exponovaných azbestu, byla pro mezoteliom zjištěna specificita 91,8%, ale senzitivita pouze 10,0% [132]. 

   V naší práci jsme cut-off hodnotu mezotelinu stanovili 1,5 nmol/l. Této hodnoty nebo hodnot ji velmi blízkých bylo použito v řadě prací a jedná se o „zlatý střed“ cut-off hodnot mezotelinu většiny studií [132,164,295,304,315,316,317,318,319,320]. Ve srovnání s posledními pracemi byla v naší studii zjištěna u mezoteliomu pleury poměrně vysoká senzitivita sérového mezotelinu  při vysoké specificitě (75,0% a 90,6%), ale tento výsledek  je s největší pravděpodobností dán malým, statisticky nevýznamným počtem pacientů s mezoteliomem pleury (n=4). Při zpracování všech malignit již naše výsledky  odpovídají recentním údajům s vysokou specificitou, ale výrazně nižší senzitivitou. Vzhledem k malému počtu mezoteliomů pleury  nebylo možné provést srovnání hladiny mezotelinu mezi mezoteliomy pleury a jinými malignitami. 

   Některé studie uvádí, že v době delší než 12 měsíců před diagnózou mezoteliomu není mezotelin zvýšen [132,281]. Na druhé straně existují náznaky, že nejméně 6 měsíců před objevením se klinických projevů mezoteliomu dochází k významnému zvýšení hladiny mezotelinu [295]. Zdá se ale, že než použití absolutních hodnot mezotelinu by mohlo být hodnocení dynamiky změn mezotelinu („marker velocity“) nebo doby, za kterou dojde ke zdvojnásobení hladiny mezotelinu tzv. „doubling time“ [295]. 

7  Závěr (cíl 1)

   Sérový mezotelin je v posledních letech intenzivně studován nejen  jako možný marker expozice azbestu, ale  i jako jeden z prediktivních a diagnostických postupů  u osob profesionálně exponovaných azbestu a tedy ohrožených celou škálou nemocí asociovaných s azbestem, zvláště její nejnebezpečnější formou, maligním mezoteliomem. Světově publikované údaje jsou v tomto směru rozporuplné. Zdá se ale, že původní nadšení je dalšími studiemi postupně mírněno.

   V rámci disertační práce byla hledána souvislost mezi hodnotou sérového mezotelinu, délkou expozice azbestu a azbestem indukovanými onemocněními pleury, zvláště maligního mezoteliomu pleury. 

V rámci disertační práce

· byla nalezena jen slabá korelace mezi hladinou mezotelinu a délkou expozice azbestu  

· byly zjištěny významně vyšší hodnoty mezotelinu u osob s patologickým nálezem na RTG hrudníku a to významně více u osob s maligním nálezem

· byla zjištěna poměrně vysoká senzitivita sérového mezotelinu pro mezoteliom pleury, ale tento výsledek nelze vzhledem k malému počtu osob s mezoteliomem pokládat za statisticky významný. 

· vyšší hodnoty  mezotelinu u dispenzarizovaných osob s expozicí azbestu signalizují patologický proces v hrudníku a korelují s tíží onemocnění

    Na základě této práce nelze mezotelin považovat za spolehlivý ukazatel časné fáze maligního zvrhnutí pleurálních změn, ale pouze jako pomocné kritérium při vyšetřování dispenzarizovaných osob.  K jednoznačnému ozřejmění významu mezotelinu pro osoby exponované azbestu či azbestem indukovaná onemocnění jsou nutné další rozsáhlé studie. 

8    Materiál a metodika (cíl 2)
8.1  Soubor pacientů

   Prospektivní studie se zúčastnilo celkem 106 osob vyšetřovaných od února 2008 do března 2011  na Klinice plicních nemocí a tuberkulózy Fakultní nemocnice Olomouc pro exsudativní pleurální výpotek nejasné etiologie trvající nejméně 6 týdnů. Jednalo se o 62 mužů a 44 žen ve věkovém rozmezí 39-97 let (průměrný věk 65,1 roku). Všechny osoby podstoupily   klinické vyšetření, skiagram hrudníku, popřípadě CT hrudníku a pleurální punkci s kompletním vyšetřením pleurální tekutiny biochemicky, bakteriologicky a cytologicky. 

8.2  Technika vyšetření sérového mezotelinu

K vyšetření solubilního mezotelinu byl použit dvoustupňový imunoenzymatický (ELISA) test MESOMARK, který využívá dvojice monoklonálních protilátek. První protilátka 4H3 váže solubilní mezotelin varianty 1,2 a 3, druhá protilátka OV569  vazbou detekuje solubilní mezotelin varianty 1 a 3. Za barevné změny je odpovědný reagenční substrát tetrametylbenzidin (TMB), který je katalyzován peroxidázou za produkce modré barvy, která je účinkem „stop“ roztoku (1% kyseliny chlorovodíkové) změněna na žlutou barvu, která je poté kvantifikována kolorometricky.  Komerční souprava MESOMARK obsahoval koncentrovaný promývací pufr, substrát tetrametylbenzidin (TMB) v pufru, „stop“ roztok – 1% kyselinu chlorovodíkovou (HCl), mikrotitrační plotnu potaženou monoklonální protilátkou 4H3, konjugát OV569 monoklonální protilátku v křenové peroxidáze, diluent – PBS pufr s bovinním sérem a kalibrátory A-F 0-32 nM. Získaná séra vyšetřovaných jedinců  byla ředěna solučním roztokem v poměru 1:100. Poté bylo pipetováno 100 µl kalibrátorů, kontrol a vyšetřovaných sér do jednotlivých jamek v mikrotitrační plotně a proběhla inkubace při pokojové teplotě po dobu 60 minut s protřepáváním plotny. Následovalo  pětinásobné promytí 350 µl promývacího roztoku. Pak bylo pipetováno 100 µl konjugátu OV569 monoklonální protilátky do každé jamky, inkubováno dalších 60 minut při ochraně před světlem s protřepáváním plotny a opět pětkrát  promýváno 350 µl promývacího roztoku. Následně bylo pipetováno 100 µl substrátu tetrametylbenzidinu do každé jamky, inkubováno 15 minut při ochraně před světlem s protřepáváním plotny. Nakonec byla reakce zastavena podáním 100 µl „stop“ roztoku – 1% kyseliny chlorovodíkové do každé jamky a jemně protřepáno. Poté byly vzorky vyšetřovány kolorometricky při použití vlnové délky 450 nm a srovnáním s 6-ti bodovou kalibrační křivkou (v rozsahu 0-32 nmol/l) byla určena hodnota SMRP ve vyšetřovaném vzorku. 

Koncentrace mezotelinu v séru 

Jako norma byla považována hodnota mezotelinu 0-1,5 nmol/litr. Hodnoty >1,5 nmol/litr byly považovány za pozitivní, hodnoty <1,5 nmol/litr byly považovány za negativní.

8.3  Metodika 
   Všem vyšetřovaným osobám byl odebrán vzorek venózní krve, v kterém byla vyšetřena hladiny sérového mezotelinu pomocí imunoenzymatického (ELISA) testu MESOMARK pomocí kitu MESOMARK Assay ( výrobce Fujirebio Diagnostics, Inc.). Vzorky pak byly rozděleny podle cut off hodnoty 1,5 nmol/litr do skupiny pozitivních nálezů a skupiny negativních nálezů. 

U  všech vyšetřovaných osob byla provedena histologická verifikace definitivní diagnózy pleurálního postižení pomocí biopsie pleury nebo torakoskopie.  Pacienti byly podle definitivní morfologické diagnózy rozděleni do tří skupin – maligní mezoteliomy pleury s podskupinami epiteloidního+smíšeného typu a sarkomatoidního typu, sekundární maligní postižení pleury a benigní postižení pleury. Ke každému vyšetřenému vzorku mezotelinu byla přirazena definitivní diagnóza pohrudničního výpotku.   

Byl hodnocen vztah hladiny sérového mezotelinu k jednotlivým skupinám nálezů. Byl počítán medián mezotelinu pro jednotlivé skupiny výpotků (maligní mezoteliomy pleury celkově, podskupinu epiteloidního + smíšeného typu maligního mezoteliomu, všechny maligní postižení pleury, sekundární maligní postižení a benigní postižení pleury) a vypočítána senzitivita, specificita, pozitivní prediktivní hodnota, negativní prediktivní hodnota a přesnost pro maligní mezoteliomy pleury celkově, podskupinu epiteloidního+smíšeného typu maligního mezoteliomu, všechna maligní postižení pleury a sekundární maligní postižení pleury.

9    Výsledky (cíl 2)
Histologicky bylo diagnostikováno 72 maligních a 34 benigních procesů, jednotlivé výsledky jsou uveden v tab. č.12. 

Tab. č. 12: Morfologická diagnóza pleurálních výpotků souboru 

	Postižení
	Typ postižení
	Počet

	Maligní

procesy
	Celkem  

Mezoteliom

    - epiteliodní

    - smíšený

    - sarkomatoidní

Ca bronchogenes  

Ca prsu  

Ca pankreatu        

Ca žlučníku           

Thymom               

Maligni solitární  fibrozní tumor pleury

Ca ovaria

Ca endometria        

Sarkom                   

Maligní melanom                                                                                                             
	72
34

(23)

(6)

(5)

21

5

2

2

2

2

1

1

1

1

	Benigní

procesy
	Celkem

Hyalinóza pleury   

Chronický zánět     


	34
13

21


Třetinu všech maligních procesů tvořil mezoteliom, v necelé čtvrtině případů se jednalo o bronchogenní karcinom, dalších maligních procesů již bylo zastoupeno méně.  U mezoteliomu převažovala epiteloidní varianta, celkem 23 případů, smíšeného typu bylo 6 případů a sarkomatoidního typu bylo 5 případů.  

   Výsledek sérového mezotelinu byl pozitivní ve 27 případech. Téměř 3/4 pozitivních nálezů se vyskytlo u mezoteliomu, a to vždy epiteloidního nebo smíšeného typu, žádný pozitivní výsledek mezotelinu nebyl v případě sarkomatoidního mezoteliomu. Více než polovinu zbývajících pozitivních výsledků tvořil bronchogenní karcinom (tab. č. 13). 

Tab. č. 13: Hodnoty mezotelinu u jednotlivých morfologických diagnóz 

	Mezotelin
	Mezoteliom
	Jiné malignity
	Benigní procesy

	Pozitivní

(n=27) 
	Celkem                                 20

epiteloidní                             17 

smíšený                                   3
	Celkem                 7

Ca bronchogenes  4

Ca prsu                  1

Ca pankreatu         1

Ca ovaria               1
	

	Negativní

(n=79)
	Celkem                                14

epiteloidní                              6

smíšený                                  3 

sarkomatoidní                        5
	Celkem                31

Ca bronchogenes 17

Ca prsu                   4

Ca žlučníku            2

Thymom                 2

Maligni solitární     2  fibrozní tumor pleury

Ca endometria         1

Ca pankreatu           1

Sarkom                    1

Maligní melanom    1
	Celkem                 34

Hyalinóza pleury  21 Chronický zánět   13 


Negativní výsledek byl nalezen v 79 případech. Ve 45 případech se jednalo o maligní proces, z toho 14 případů mezoteliomu (6x epiteloidní, 3x smíšený, 5x sarkomatoidní typ), ostatní případy tvořil více než z poloviny bronchogenní karcinom. Negativní byla vyšetření mezotelinu u všech 34 případů benigních procesů. 

   Medián mezoteliomu byl nad cut off hodnotu zvýšen pouze u skupiny všech mezoteliomů a zvláště u skupiny mezoteliomů epiteloidních a smíšených, u ostatních vyšetřovaných skupin byl medián mezotelinu pod hodnotou  1,5 nmol/l  (tab. č. 14).  

Tab. č. 14: Medián mezotelinu u jednotlivých morfologických diagnóz 
	Diagnóza
	Medián mezotelinu (nmol/litr)

	Mezoteliomy 

všechny
	1,78

	Mezoteliom 

epiteloidní + smíšený
	2,04

	Mezoteliom 

sarkomatoidní
	0,75

	Ostatní 

malignity
	0,72

	Bronchogenní 

karcinom.
	0,67

	Benigní 

procesy
	0,36


Senzitivita, specifitita, pozitivní prediktivní hodnota (PPH), negativní prediktivní hodnota (NPH) a přesnost mezotelinu byla nejvyšší u skupiny epiteloidních a smíšených mezoteliomů, naopak u ostatních malignit mimo mezoteliom byly obzvláště senzitivita, PPH velmi nízké. Přínosným výsledkem byla 100% specificita a 100% PPH u skupiny všech malignit. Kompletní výsledky jsou uvedeny v tab. č. 15.   

Tab. č. 15:  Diagnostická výtěžnost mezotelinu u jednotlivých maligních procesů 

	
	Mezoteliomy všechny
	Mezoteliomy

epit+smíš
	Malignity

mimo mezoteliom
	Malignity

všechny

	Senzitivita
	58,8%
	69,0%
	18,4%
	37,5%

	Specificita
	90,2 %
	90,9%
	62,9%
	100%

	PPH
	74,1%
	74,1%
	25,9%
	100%

	NPH
	82,3%
	88,6%
	60,8%
	43,0%

	Přesnost
	80,2%
	85,8%
	51,9%
	57,5%


10  Diskuze (cíl 2)
   Mnoho let je již studován význam řady sérových molekul v diagnostice pleurálních výpotků, zvláště maligní etiologie. Korczynski a spol. vyšetřovali sérové i pleurální hladiny řady tumormarkerů - karcinomantigenu 125 (CA 125) s cut-off hodnotou 1017 mU/ml, karcinomembryonálního antigenu (CEA) s cut-off hodnotou 2,71 μg/ml, cytokeratin 19 fragmentu (CYFRA 21-1) s cut-off hodnotou 74,7 ng/ml a  neuron specifické enolázy (NSE) s cut-off hodnotou 10,6 ng/ml v diferenciální diagnostice maligních a nemaligních pleurálních výpotků. Senzitivita a specificita vyšetření sérových hladin byla pro CA 125 44,9% a 78,9%, pro CEA 61,1% a 73,7%, pro CYFRA 21-1 72,2% a 73,7% a pro NSE 80,6% a 47,4% [210]. Li a spol. zjistili, že sérová hladina CYFRA 21-1 odliší maligní výpotek od benigního se senzitivitou 56,3%, specificitou 86,7% a přesností 0,71 [211]. 

   V první práci, zaměřené na souvislost sérového mezotelinu a mezoteliomu pleury byla senzitivita mezotelinu pro mezoteliom 84%, specificita ve srovnání s jinými onemocněními pleury 100% [133]. Ve studii Schneidera a spol. byla určena senzitivita a specificita mezotelinu pro mezoteliom 53,0% a 82,7% při cut-off hodnotě mezotelinu 1,35 nmol/l [164]. Beyer a spol. uvádějí ve své studii při použití cut-off  1,5 nmol/l zvýšenou hodnotu sérového mezotelinu u 52% mezoteliomů, 17% plicních nádorů a 5% osob v expozici azbestu [316]. Ve španělské studii  byla zjištěna jako nejvhodnější cut-off hodnota mezotelinu 0,55 nmol/l se senzitivitou i specificitou pro mezoteliom v hodnotě 72,0% [302]. Cristaudo a spol. srovnávali hodnoty sérového mezotelinu mezi mezoteliomy, karcinomy plic, benigními respiračními nemocemi a zdravými kontrolami. Při cut-off 1,0 nmol/l byla senzitivita a specificita sérového mezotelinu pro mezoteliom 68,2% a 80,5% ve srovnání s kontrolami. Specificita mezotelinu byla ve srovnání s benigními respiračními nemocemi 80,8% a ve srovnání s karcinomy plic 68% [321]. V metaanalýze z 2010 uvádí Ling a spol. senzitivitu 64% a  specificitu 89% mezotelinu pro mezoteliom pleury [322]. V nejnovější metaanalýze z roku 2012 je pak uvedena senzitivita 47% a specificita 96% [323].  

   Jiné práce ale pozitivní výsledky nepřinesly. V australské studii bylo vyšetřeno 538 jedinců v expozici azbestu. Jednalo se o heterogenní skupinu osob bez nebo s radiologickým nálezem azbestem indukovaného postižení pleury nebo plic. Jako cut-off hodnota mezotelinu bylo použito 2,5 nmol/l. Zvýšená hodnota byla nalezena u 15 osob, které byly dále vyšetřovány včetně PET/CT vyšetření. U jedné z nich byl diagnostikován karcinom plic, ale u žádné mezoteliom pleury [294].

Dalším zjištěním řady prací byly statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu u mezoteliomu oproti metastatickému postižení pleury, ale současně statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu u metastatického postižení pleury ve srovnání s osobami v expozici azbestu (zdravými a/nebo benigním postižením) [282,300,301,316]. 
   V této části práce jsme podobně jako u prvního souboru azbestu exponovaných osob použili cut-off hodnot mezotelinu 1,5 nmol/l, a to ze stejných důvodů jako u prvního souboru včetně recentní práce Hoopera a spol. o roli mezotelinu u nejasných pleurálních výpotků [324]. Výsledky našeho souboru odpovídají datům v literatuře, v případě hodnocení pouze epiteloidních mezoteliomů jsou výsledky ještě lepší. V našem souboru  překračoval medián mezotelinu cut-off hodnotu 1,5 nmol/l jen u skupiny mezoteliomů a obzvláště epiteloidních mezoteliomů. 

Velké rozdíly ve výsledcích mezi jednotlivými studiemi jsou pravděpodobně způsobeny použitím rozdílných cut-off hodnot. Vyšší hodnoty cut-off většinou vedou k vyšší specificitě a nižší senzitivitě. 

   Jsou práce vyšetřující pleurální mezotelin, jehož absolutní hodnota bývá vyšší než sérového SMRP, ale senzitivita a specificita jsou obdobné. Scherpereel a spol. vyšetřovali hladiny sérového a pleurálního mezotelinu u osob s mezoteliomem, metastatickým nádorovým postižením pleury a benigním postižením pleury po expozici azbestu. Při cut-off 1,1 nmol/l byla senzitivita a specificita sérového mezotelinu pro mezoteliom 71,7% a 69,8%, u pleurálního mezotelinu při cut-off 20,8 nmol/l to bylo 65,1% a 83,7% [282]. V obdobné práci Passe a spol. byla senzitivita a specificita sérového mezotelinu pro mezoteliom při cut-off 1,075 nmol/l 81,1% a 87,1%, senzitivita a specificita pleurálního mezotelinu při cut-off 12,6 nmol/l to byly hodnoty 75,6% a 82,0% [130]. Novější práce hodnotící jen pleurální mezotelin prokázala výrazně vyšší medián mezotelin u skupiny mezoteliomu dosahující hodnoty 40,3 nmol/l oproti mediánu 6,1 nmol/ u metastatického postižení pleury a  3,7 nmol/l a 3,7 nmol/l u benigních pleurálních výpotků. Při cut-off 20,0 nmol/l měl pleurální mezotelin pro mezoteliom senzitivitu 71% při specificitě 89%, zatímco cytologické vyšetření výpotku mělo senzitivitu 35% při specificitě 100% [325]. Recentní japonská studie uvádí při cut-off hodnotě 8,0 nmol/l pleurálního mezotelin senzitivitu 70,0% a specificitu 68,4% pro mezoteliom pleury [299]. 

   V naši studii jsme pozitivní sérový mezotelin při cut-off hodnotě 1,5 nmol/l nalezli jen v případech, kdy definitivní diagnózou bylo primární nebo sekundární maligní postižení pleury. Tato cut-off hodnota se tedy v naší práci osvědčila jako vhodná k rozlišení benigních a maligních exsudativních pleurálních výpotků. Dle většiny dosud provedených studií se ale jeví, že mezotelin má sice dobrou specificitu, ale nízkou senzitivitu a bude nutné hledat pro mezoteliom pleury další citlivější biomarker [317]. 

   V práci studující výtěžnost tří nových biomarkerů v diagnostice mezoteliomu měl při společné specificitě 95% nejlepší senzitivitu 73% měl mezotelin, osteopontin pouze 47% a megakaryocyty potencující faktor (MPF) dokonce jen 34% [301]. Hollevoet a spol srovnávali  MPF a mezotelin jako biomarkery mezoteliomu pleury. Při společné 95% specificitě dosáhl mírně lepší senzitivity 68 % MFP, mezotelin měl senzitivitu 64% [308]. Japonská studie dospěla k obdobnému závěru, když MPF dosáhl v diagnostice mezoteliomu pleury senzitivity 74,1% a specificity 90,4%, mezotelin jen 59,3% a 86,2% [326]. Onda a spol. nalezli dokonce vysokou hladinu MPF u 91% (51 z 56) osob s mezoteliomem [327]. Další japonská práce studující MPF (N-ERC/mezotelin) pomocí nového ELISA testu dosáhla senzitivity 71-90% a specificity 88-93% [328]. 

   Pass a spol studovali význam samotného osteopontinu  na skupinách osob s mezoteliomem pleury, s benigním pleurálním postižením a zdravých kontrolách. Při cut-off hodnotě osteopontinu 48,3 ng/ml nalezli senzitivitu 77,6% a specificitu 85,5% pro mezoteliom pleury [329]. Podle jiné studie dokáže samotný osteopontin odlišit pacienty s mezoteliomem pleury oproti zdravým osobám v expozici azbestu, ale neodliší pacienty s mezoteliomem od osob s benigním azbestovým postižením pleury či metastatickým nádorovým postižením  pohrudnice a jeho výtěžnost proti mezotelinu je nižší [300].

   Creaneyová a spol. srovnávali ve své práci mezotelin s tumormarkerem CA 125. Při společné specificitě 95% měl lepší výsledky mezotelin se senzitivitou 52% proti senzitivitě 27% u CA 125 [313]. V komplexní studii van den Heuvela a spol. se srovnávaly mezotelin s cut-off hodnotou 1,3 nmol/litr, CYFRA 21-1 s cut-off hodnotou 1,9 μg/litr a CEA s cut-off hodnotou 8 μg/litr . CYFRA 21-1 se ukázal jako nejlepší marker v odlišení malignit od zdravých osob. Naopak kombinace mezotelin a CEA byla nejpřesnější v odlišení mezoteliomu od nemalobuněčného karcinomu plic s úspěšností 85% [318]. Recentní německá studie zkoumala prediktivní schopnost tumormarkerů mezotelinu, CA 125 a CYFRA 21-1 pro diagnostiku bronchogenního karcinomu a mezoteliomu pleury u skupiny osob exponovaných azbestu. U jednotlivých markerů prokázala jen nízkou senzitivitu (5-25%) a PPH (4-30%). Kombinace markerů mírně zlepšila senzitivitu (5-50%) ale PPH byla stále nízká, jen mezi     3-14% [132].  

   Většina prací prokazuje vyšší hodnoty mezotelinu u epiteloidního mezoteliomu než  u jiných  typů mezoteliomu, u sarkomatoidního mezoteliomu je senzitivita mezotelinu jen 10%, u smíšeného typu 40% [164,281,282,306,316,317,321,330,331]. I v našem souboru osob, které byly vyšetřovány pro pleurální výpotky nejasné etiologie byla senzitivita, specifita, negativní prediktivní hodnota, přesnost a medián sérového mezotelinu epiteloidních mezoteliomů vyšší než u skupiny všech mezoteliomů. Předpokládá se, že hladina sérového mezotelinu přímo koreluje se zastoupením epiteliální komponenty v tumoru [282]. Ve vyšších klinických stadiích mezoteliomu (stadia II, resp. III-IV) jsou popisovány vyšší hladiny mezotelinu [130,299,317,321]. Další údaje svědčí pro růst hladiny sérového mezotelinu společně s růstem tumoru [306,316,322]. Na druhé straně chirurgické zmenšení tumoru je následováno snížením hladiny mezotelinu [130,280,319]. Na rozdíl od mezotelinu nebyla u osteopontinu prokázána změna sérové hladiny jako reakce na průběh choroby [332].  

   Řada prací  uvádí zvýšený mezotelin jako jeden z nezávislých prognostických faktorů mezoteliomu, kdy hladina mezotelinu negativně koreluje s přežitím [281,282,300,320,321,323].

   Další oblastí, kde se vyšetřování sérového mezotelinu může uplatnit, je monitorace progrese mezoteliomu a jeho odpovědi na podávanou léčbu, kdy dochází ke vzestupu mezotelinu při progresi nemoci, naopak stabilní či klesající hodnota mezotelinu je znakem pozitivní odpovědi na léčbu [164,300,306,312,316,321,333]. 
   Bouřlivý výzkum a objevy nových potencionálně užitečných biomarkerů pro diferenciální diagnostiku pleurálních výpotků pokračují i v současnosti. Velmi nadějně se jeví extracelulární glykoprotein fibulin-3. Recentní studie uvádí pro mezoteliom pleury jeho senzitivitu 96,7% a specificitu 95,5% při sérové cut-off hodnotě 52,8 ng/ml [334]. Dalším podezřelým je high-mobility group box 1 (HMGB1), člen rodiny vysoce mobilních proteinů, hrající roli v různých biologických procesech, který by také mohl být užitečný v diagnostice mezoteliomu [335]. V pleurální tekutině se také studují nové markery. Patří k nim CCL2, známý také jako monocyty chemoatraktující protein 1, který má efekt pronádorový a imunosupresivní. Pro mezoteliom je při cut-off hodnotě 1,79 ng/ml jeho senzitivita 76,0% a specificita 73,8%. Druhým pleurálním markerem je galectin-3, multifunkční protein spojovaný s nádorovou invazí a metastázováním. Pro metastatický plicní adenokarcinom má při cut-off hodnotě 15,24 ng/ml senzitivitu 100% a specificitu 67,21% [336].       

11  Závěry (cíl 2)
   Pleurální výpotky jsou jedním z častých příznaků nejen v pneumologické, ale lékařské praxi obecně. I přes bouřlivý rozvoj různých vyšetřovacích metod zůstává i po komplexním vyšetření kolem 10-15% pleurálních výpotků nejasného původu. Proto jsou hledány nové možnosti diagnostiky tohoto postižení. Jedním z nových markerů je mezotelin, jehož význam je studován zvláště v diagnostice maligního mezoteliomu pleury, ale jeho zvýšení je popisováno i u řady dalších maligních i benigních onemocnění. 

   V rámci disertační práce byla hledána souvislost mezi hodnotou sérového mezotelinu a  různými typy pleurálních výpotků ,  zvláště maligním postižením pleury. 

V rámci disertační práce

· byly pozitivní nálezy mezotelinu zjištěny jen u maligních pleurálních procesů mezi kterými významně převažovaly mezoteliomy 

· byly zjištěny významně vyšší hodnoty mezotelinu ve skupině mezoteliomů oproti ostatním skupinám

· nejvyšší hodnoty mezotelinu byly nalezeny ve skupině epiteloidních a smíšených mezoteliomů

· byly u všech benigních procesů zjištěny pouze negativní nálezy mezotelinu 

· pro maligní procesy byla zjištěna 100% specificita a 100% pozitivní prediktivní hodnota mezotelinu

· Nejlepší senzitivita a přesnost mezotelinu byla zjištěna ve skupině epiteloidních a smíšených mezoteliomů 

    Na základě této práce lze říci, že by mezotelin mohl být pomocným markerem v diagnostice pleurálních výpotků, a to především maligní etiologie. K rozhodnutí ohledně jeho zařazení do běžných diagnostických postupů jsou však nutné další rozsáhlejší studie. 

12  Souhrn
Úvod

   Pleurální výpotek je nejčastějším projevem onemocnění pleury. Jeho etiologické spektrum je velmi široké a zahrnuje kromě primárního postižení respiračního systému řadu příčin kardiovaskulárních, onkologických, gastroenterologických, renálních, endokrinních, gynekologických, metabolických, iatrogenních a traumatických. Řada postižení pleury je benigního a krátkodobého charakteru, na druhé straně má mnoho těchto chorob závažný a protrahovaný průběh s nejasnou nebo špatnou prognózou a nemusí se jednat pouze o onemocnění onkologická. Zvláštní postavení mezi onemocněními pleury má primární maligní tumor pleury, maligní mezoteliom pleury. Jde o poměrně vzácný, ale vysoce agresivní nádor s  jasným etiologickým vztahem k expozici azbestu. Jde o tumor léčebně těžko ovlivnitelný a i přes pokroky v terapii prognosticky nepříznivý. Diagnostika je většinou pozdní a opírá se i histologický průkaz nádorových změn. Doposud chybí spolehlivý biomarker, který by signalizoval maligní zvrat, což by bylo potřebné zvláště u osob v expozici azbestu.  

   Mezotelin je glykoprotein, za normálních okolností zakotvený pomocí v buněčné membráně  mezotelových buněk, který má řadu fyziologických funkcí. Je popisováno, že k jeho hyperexpresi a následnému uvolňování celého mezotelinu nebo jeho fragmentů ve formě tzv. solubilního mezotelinu nebo solubilních proteinů příbuzných mezotelinu (soluble mesothelin-related proteins, SMRP) do tělesných tekutin dochází u řady procesů maligního i benigního charakteru, zvláště mezoteliomu.

Cíle disertační práce

   Práce má dva základní cíle. Prvním cílem je určit význam mezotelinu pro osoby exponované azbestu či osoby s azbestem indukovanými onemocněními z hlediska rizika vzniku mezoteliomu pleury, druhým cílem je zhodnotit význam mezotelinu v rámci diagnostiky nejasných pleurálních výpotků, obzvláště ve vztahu k mezoteliomu pleury. 
1. Zhodnotit vztah hladiny sérového mezotelinu k délce expozice a k jednotlivým  azbestem indukovaným onemocněním pleury, zvláště malignímu mezoteliomu pleury.

2. Zhodnotit souvislost mezi hodnotou sérového mezotelinu a jednotlivými typy exsudativního pleurálního výpotku, zvláště maligním postižením pleury.

Materiál a metodika

   Práce je rozdělena dle hlavních cílů na dvě části. První část práce tvoří prospektivní studie souboru 239 osob profesionálně exponovaných azbestu a dispenzarizovaných na pracovištích pracvního lékařství. Ze všech zúčastněných osob  je 123 osob dispenzarizováno na Klinice pracovního lékařství. U všech vyšetřovaných osob byla provedena kompletní anamnéza, fyzikální vyšetření, skiagram hrudníku a funkční vyšetření plic. U všech vyšetřovaných osob byl sledován věk, délka expozice azbestu, anamnéza a nález azbestem indukovaného benigního postižení pleury a/nebo plic či maligního onemocnění.  

   Všem vyšetřovaným osobám byl odebrán vzorek venózní krve, v kterém byla vyšetřena hladiny sérového mezotelinu pomocí dvoustupňového imunoenzymatického (ELISA) testu MESOMARK pomocí kitu MESOMARK Assay ( výrobce Fujirebio Diagnostics, Inc.). Jako norma byla považována hodnota mezotelinu 0-1,5 nmol/litr. Hodnoty >1,5 nmol/litr byly považovány za pozitivní, hodnoty <1,5 nmol/litr byly považovány za negativní.

   U osob s pozitivní hodnotou mezotelinu (>1,5 nmol/litr) a u osob s  novými nebo zhoršenými klinickými symptomy  (dušnost, kašel, bolesti na hrudi) nebo nálezy na skiagramu hrudníku byla provedena další vyšetření – CT plic a/nebo  18F-fluorodeoxyglukóza PET/CT vyšetření. U osob s potvrzenými patologickými nálezy byla provedena morfologická diagnostika k určení definitivní diagnózy. Osoby pak byly rozděleny podle nálezů na skupinu osob zdravých tzn. bez radiologického nálezu a skupinu osob s radiologickým nálezem. Tato skupina pak byla dále dělena na skupiny osob s hyalinózou, azbestózou, mezoteliomem, jinou malignitou, respektive různých kombinací těchto postižení.  

   Nakonec byl hodnocen vztah hladiny sérového mezotelinu k délce expozice a jednotlivým skupinám nálezů. Byla počítána senzitivita a specificita vysoké hladiny sérového mezotelinu  pro skupinu mezoteliomu, skupinu jiných malignit a skupinu všech malignit. 

   Druhou část práce tvoří prospektivní studie souboru 106 osob vyšetřovaných pro exsudativní pleurální výpotek nejasné etiologie trvající nejméně 6 týdnů. Jednalo se o 62 mužů a 44 žen ve věkovém rozmezí 39-97 let (průměrný věk 65,1 roku). Všechny osoby podstoupily klinické vyšetření, skiagram hrudníku, popřípadě CT hrudníku a pleurální punkci s kompletním vyšetřením pleurální tekutiny biochemicky, bakteriologicky a cytologicky. 

   Všem vyšetřovaným osobám byl odebrán vzorek venózní krve, v kterém byla vyšetřena hladiny sérového mezotelinu pomocí dvoustupňového imunoenzymatického (ELISA) testu MESOMARK pomocí kitu MESOMARK Assay ( výrobce Fujirebio Diagnostics, Inc.). Jako norma byla považována hodnota mezotelinu 0-1,5 nmol/litr. Hodnoty >1,5 nmol/litr byly považovány za pozitivní, hodnoty <1,5 nmol/litr byly považovány za negativní.

   U  všech vyšetřovaných osob byla provedena histologická verifikace definitivní diagnózy pleurálního postižení pomocí biopsie pleury nebo torakoskopie.  Pacienti byli podle definitivní morfologické diagnózy rozděleni do tří skupin – maligní mezoteliomy pleury s podskupinami epiteloidního + smíšeného typu a sarkomatoidního typu, sekundární maligní postižení pleury a benigní postižení pleury. Ke každému vyšetřenému vzorku mezotelinu byla přirazena definitivní diagnóza pohrudničního výpotku.   

Byl hodnocen vztah hladiny sérového mezotelinu k jednotlivým skupinám nálezů. Byl počítán medián mezotelinu pro jednotlivé skupiny výpotků (maligní mezoteliomy pleury celkově, podskupinu epiteloidního + smíšeného typu maligního mezoteliomu, všechny maligní postižení pleury, sekundární maligní postižení a benigní postižení pleury) a vypočítána senzitivita, specificita, pozitivní prediktivní hodnota, negativní prediktivní hodnota a přesnost pro maligní mezoteliomy pleury celkově, podskupinu epiteloidního + smíšeného typu maligního mezoteliomu, všechna maligní postižení pleury a sekundární maligní postižení pleury.

Výsledky

   V prvním souboru byla průměrná délka expozice azbestu 19,91 roku (SD 10,736). Bez nálezu, tedy zdravých osob exponovaných azbestu bylo 90 případů (37,7%), jeden nebo více patologických nálezů bylo přítomno u 149 osob (62,3%). Statisticky byla prokázána slabá pozitivní korelace mezi hladinou mesotelinu a délkou expozice (r=0,230, p=0,0003), ale nebyl prokázán statisticky významný rozdíl v délce expozice mezi pacienty, kteří mají mezotelin v normě a kteří  mají vysoké hodnoty mezotelinu (p=0,185). U osob s RTG nálezem byly prokázány statisticky významně vyšší hodnoty mesotelinu než u osob zdravých tzn. bez nálezu (0,78±0,63 vs. 0,50±0,35, p<0,0001) a mezi osobami s RTG nálezem je statisticky významně vyšší podíl osob s pozitivním mezotelinem oproti skupině bez nálezu (14,8% vs. 2,2%, p=0,001).  Skupina osob s čistě benigním nálezem měla statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu než skupina osob bez RTG nálezu (0,755±0,54 vs. 0,50±0,35, p<0,001). Ve skupině osob s čistě benigním nálezem (hyalinózou pleury, azbestózou) byly prokázány statisticky významně vyšší hodnoty mezotelinu u pacientů s azbestózou (p=0,027). Při srovnání skupiny osob s čistě benigním nálezem a skupiny osob s maligními nálezy (i s benigními nálezy) byly nalezeny významně vyšší hodnoty mezotelinu ve skupině maligních nálezů než ve skupině benigních nálezů (1,19±0,89 vs. 0,76±0,54, p=0,015). U osob s maligním nálezem byl statisticky významně vyšší výskyt pozitivního mezotelinu oproti skupině s čistě benigními nálezy (42,9% vs. 10,2%, p=0,001). Ve skupině osob s maligním nálezem nebyl zjištěn statisticky významný rozdíl hodnoty mezotelinu mezi osobami s mezoteliomem a osobami s jinou malignitou (p=0,107, ale mezoteliom měly pouze 4 osoby). 

   Zvýšená hodnota mezotelinu  >1,5 nmol/litr byla nalezena u 24 osob (10,0%). Z toho byla diagnóza mezoteliomu (n=3), jiné malignity (n=6) a benigního procesu (n=15). Senzitivita a specificita sérového mezotelinu pro mezoteliom je 75,0% a 90,6% , pro jiné malignity 35,3% a 91,9% a pro všechny malignity 42,9% a 93,1%.

   Ve druhé části práce bylo ze 106 pleurálních výpotků histologicky diagnostikováno 72 maligních a 34 benigních procesů. Třetinu všech maligních procesů tvořil mezoteliom, v necelé čtvrtině případů se jednalo o bronchogenní karcinom, dalších maligních procesů již bylo zastoupeno méně.  U mezoteliomu převažovala epiteloidní varianta, celkem 23 případů, smíšeného typu bylo 6 případů a sarkomatoidního typu bylo 5 případů.  

   Výsledek sérového mezotelinu byl pozitivní ve 27 případech. Téměř 3/4 pozitivních nálezů se vyskytlo u mezoteliomu, a to vždy epiteloidního nebo smíšeného typu, žádný pozitivní výsledek mezotelinu nebyl v případě sarkomatoidního mezoteliomu. Více než polovinu zbývajících pozitivních výsledků tvořil bronchogenní karcinom, 1x byl pozitivní výsledek mezotelinu u karcinomu prsu, karcinomu pankreatu a karcinomu ovaria. Negativní výsledek byl nalezen v 79 případech. Ve 45 případech se jednalo o maligní proces, z toho 14 případů mezoteliomu (6x epiteloidní, 3x smíšený, 5x sarkomatoidní typ), ostatní případy tvořil více než z poloviny bronchogenní karcinom. Negativní byla vyšetření mezotelinu u všech 34 případů benigních procesů. 

   Medián mezoteliomu byl nad cut off hodnotu zvýšen pouze u skupiny všech mezoteliomů (1,78 nmol/l) a zvláště u skupiny mezoteliomů epiteloidních a smíšených (2,04 nmol/l). Naopak u sarkomatoidních mezoteliomů byl medián mezotelinu pouze 0,75 nmol/l, u ostatních malignit byl 0,72 nmol/l, z toho u bronchogenního karcinomu 0,67 nmol/l, u benigních procesů pak 0,36 nmol/l.

Senzitivita, specifitita, pozitivní prediktivní hodnota (PPH), negativní prediktivní hodnota (NPH) a přesnost mezotelinu byly nejvyšší u skupiny epiteloidních a smíšených mezoteliomů (69,0%, 90,9%, 74,1%, 88,6%, 85,8%), méně už u skupiny všech mezoteliomů (58,8%, 90,2%, 74,1%, 82,3%, 80,2%). Naopak u ostatních malignit mimo mezoteliom byla obzvláště senzitivita velmi nízká. Přínosným výsledkem byla 100% specificita a 100% PPH u skupiny všech malignit.    

Závěry

V rámci disertační práce ve skupině osob exponovaných azbestu:

· byla nalezena jen slabá korelace mezi hladinou mezotelinu a délkou expozice azbestu  

· byly zjištěny významně vyšší hodnoty mezotelinu u osob s patologickým nálezem na RTG hrudníku, a to významně více u osob s maligním nálezem

· byla zjištěna poměrně vysoká senzitivita sérového mezotelinu pro mezoteliom pleury, ale tento výsledek nelze vzhledem k malému počtu osob s mezoteliomem pokládat za statisticky významný. 

· byly vyšší hodnoty  mezotelinu u dispenzarizovaných osob s expozicí azbestu signálem patologického procesu v hrudníku a korelovaly s tíží onemocnění

    Ve skupině osob s exsudativními pleurálními výpotky:

· byly pozitivní nálezy mezotelinu zjištěny jen u maligních pleurálních procesů, u všech benigních procesů byly zjištěny pouze negativní nálezy mezotelinu 

· ve skupině pozitivních nálezů mezotelinu významně převažovaly mezoteliomy, a to čistě epiteloidního či smíšeného typu 

· byly zjištěny významně vyšší hodnoty mezotelinu ve skupině mezoteliomů, a to zvláště ve skupině epiteloidních a smíšených mezoteliomů, ve srovnání s ostatními skupinami

·  nejlepší senzitivita a přesnost mezotelinu byla zjištěna ve skupině epiteloidních a smíšených mezoteliomů 

· pro maligní procesy byla zjištěna 100% specificita a 100% pozitivní prediktivní hodnota mezotelinu

   Na základě této práce nelze mezotelin považovat za spolehlivý ukazatel časné fáze maligního zvrhnutí pleurálních změn, ale pouze jako pomocné kritérium při vyšetřování dispenzarizovaných osob.  Na druhé straně by dle této práce mohl být mezotelin pomocným markerem v diagnostice pleurálních výpotků, a to především maligní etiologie.   

   Závěrem lze říci, že k definitivnímu potvrzení či vyvrácení úlohy mezotelinu v predikci a diagnostice maligního mezoteliomu pleury budou potřebné další rozsáhlé studie, možná v kombinaci s vyšetřováním nově nalezených a nadějných markerů jako je např. fibulin-3.   
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Introduction

Pleural effusion is the most common manifestation of pleural disease. Its etiology is broad, including primary involvement of the respiratory system as well as numerous cardiovascular, oncologic, gastrointestinal, renal, endocrine, gynecological, metabolic, iatrogenic and traumatic causes. Many pleural disorders are benign and short-term. On the other hand, many of the diseases are severe and prolonged, with an unknown or poor prognosis; these may be not only oncologic disease. A special position among pleural diseases is occupied by a primary malignant pleural tumor, malignant pleural mesothelioma. It is a relatively rare but highly aggressive cancer with a clear etiological association with asbestos exposure. The tumor is difficult to treat and, despite advances in the therapy, prognostically unfavorable. The diagnosis is mostly late, supported by histological evidence of cancerous changes. No reliable biomarker signalizing malignant transformation is available. This would be particularly desirable mainly in persons exposed to asbestos.

Mesothelin, a glycoprotein which under normal circumstances is anchored to the membrane of mesothelial cells, has many physiological functions. Its overexpression and subsequent release of mesothelin or its fragments in the form of the so-called soluble mesothelin or soluble mesothelin-related proteins into body fluids have been reported to occur in numerous processes, both malignant and benign, especially in mesothelioma. 
Objectives

There were two basic goals. The first goal was to determine the role of mesothelin in asbestos-exposed persons or those with asbestos-induced diseases with respect to the risk for development of pleural mesothelioma. The other objective was to assess the value of mesothelin in the diagnosis of pleural effusions of unknown origin, in particular with respect to pleural mesothelioma. 
1. To assess the relationships between serum mesothelin level and the length of exposure and individual asbestos-induced pleural diseases, especially malignant pleural mesothelioma.

2. To assess the relationships between serum mesothelin levels and individual types of exudative pleural effusions, in particular malignant pleural disease. 

Materials and methods

Based on the main goals, the dissertation comprises two parts. The first part is a prospective study of 239 persons with occupational exposure to asbestos followed up in occupational medicine departments. Of those, a total of 123 persons are followed up at the Department of Occupational Medicine. In all participants, complete medical history was obtained and physical examination, chest radiograph and lung function test were performed. Their age, length of exposure to asbestos, history and diagnosis of asbestos-induced benign disease of the pleura and/or lungs or malignant disease were ascertained.

From each participant, a sample of venous blood was obtained for determination of serum mesothelin levels by the MESOMARK two-step enzyme immunoassay (ELISA) using the MESOMARK Assay kit (Fujirebio Diagnostics, Inc.). Mesothelin levels of 0-1.5 nmol/L were considered normal. Levels >1.5 nmol/L were considered positive; levels <1.5 nmol/L were considered negative.

Subjects with positive mesothelin levels (>1.5 nmol/L) and those with new or worsened clinical symptoms (dyspnea, cough, chest pain) or abnormal chest radiograph findings underwent further investigations – a CT scan of the lungs and/or 18F-fluorodeoxyglucose PET/CT imaging. In those with confirmed pathological findings, morphological diagnosis was necessary to make definitive diagnosis. Based on the findings, the participants were classified into healthy persons, that is, without radiological findings, and those with radiological findings. The latter group was divided into subgroups with hyalinosis, asbestosis, mesothelioma, other malignancies, or combinations of these conditions.

Finally, the relationships between serum mesothelin levels and the length of exposure and individual groups of findings were evaluated. The sensitivity and specificity of high serum mesothelin levels were calculated for the groups with mesothelioma, other malignancies and all malignancies.

The second part is a prospective study of 106 persons examined for exudative pleural effusion of unknown origin lasting for at least 6 weeks. The cohort comprised 62 men and 44 women with a mean age of 65.1 years (range, 39-97 years). All participants underwent clinical examinations, chest radiograph, and a CT scan of the chest in some cases, and pleural puncture with subsequent complete biochemical, bacteriological and cytology tests of the pleural fluid.

From each participant, a sample of venous blood was obtained for determination of serum mesothelin levels by the MESOMARK two-step enzyme immunoassay (ELISA) using the MESOMARK Assay kit (Fujirebio Diagnostics, Inc.). Mesothelin levels of 0-1.5 nmol/L were considered normal. Levels >1.5 nmol/L were considered positive; levels <1.5 nmol/L were considered negative.

In all subjects, their definitive diagnosis of pleural disease was histologically confirmed by pleural biopsy or thoracoscopy. Based on their definitive morphological diagnosis, the participants were classified three groups – malignant pleural mesothelioma with subgroups for the epithelioid + mixed and sarcomatoid types, secondary malignant pleural disease and benign pleural disease. Each mesothelin sample analyzed was assigned a definitive diagnosis of pleural effusion.

The relationships between serum mesothelin levels and individual groups of findings were assessed. The median mesothelin levels were calculated for individual effusion groups (all cases of malignant pleural mesothelioma; the subgroup of epithelioid + mixed types of malignant mesothelioma; all cases of malignant pleural disease; secondary malignant disease and benign pleural disease); also calculated were sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV) and accuracy for all cases of malignant pleural mesothelioma, the subgroup of epithelioid + mixed types of malignant mesothelioma, all cases of malignant pleural disease and secondary malignant pleural disease. 
Results

In the former cohort, the mean exposure to asbestos was 19.91 years (SD, 10.736). Ninety asbestos-exposed persons (37.7%) were without pathological findings, that is, healthy; one or two pathological findings were present in 149 subjects (62.3%). Statistically, a weak positive correlation was found between mesothelin levels and length of exposure (r=0.230; p=0.0003) but no statistically significant difference was found in the length of exposure between patients with normal mesothelin levels and those with high mesothelin concentrations (p=0.185). Patients with abnormal chest radiograph findings had statistically significantly higher mesothelin levels than healthy persons, i.e. those with normal findings (0.78±0.63 vs. 0.50±0.35; p<0.0001). Moreover, the proportion of persons with positive mesothelin was statistically significantly higher in the group with abnormal chest radiograph findings than in healthy subjects (14.8% vs. 2.2%; p=0.001). The group of persons with clearly benign findings had statistically significantly higher mesothelin levels than subjects with normal chest radiograph findings (0.755±0.543 vs. 0.50±0.35; p<0.001). In the group with clearly benign findings (hyalinosis of the pleura, asbestosis), patients with asbestosis were found to have statistically significantly higher mesothelin levels (p=0.027). When comparing the group with clearly benign findings and those with malignant disease (including those with benign findings), the malignant disease group had significantly higher mesothelin levels than the benign disease group (1.19±0.89 vs. 0.76±0.54; p=0.015). There was a statistically significantly higher proportion of positive mesothelioma cases among persons with malignant disease than in those with clearly benign disease (42.9% vs. 10.2%; p=0.001). In the malignant disease group, there was no statistically significant difference in mesothelin levels between persons with mesothelioma and those with other malignancies (p=0.107; however, there were only 4 mesothelioma cases). 
Increased mesothelin levels (>1.5 nmol/L) were found in 24 persons (10.0%). These were diagnosed with mesothelioma (n=3), other malignancies (n=6) and benign disease (n=15). The sensitivity and specificity of serum mesothelioma levels were 75.0% and 90.6%, respectively, for mesothelioma, 35.3% and 91.9%, respectively, for other malignancies and 42.9% and 93.1%, respectively, for all malignancies.

In the second part, out of 106 pleural effusions, 72 cases of malignant and 34 cases of benign disease were histologically determined. One-third of all malignancies were mesothelioma cases and nearly a quarter of cases were bronchogenic carcinoma; other malignancies were less frequent. Among mesothelioma cases, the epithelioid type was most prevalent, with a total of 23 cases. There were 6 cases of the mixed type and 5 cases of the sarcomatoid type.

There were 27 cases of positive serum mesothelin results. Nearly three-quarters of positive findings were observed in mesothelioma, exclusively of the epithelioid or mixed types; there were no positive mesothelin results in sarcomatoid mesothelioma. More than one-half of the remaining positive findings were bronchogenic carcinoma cases; one positive mesothelin case was observed in breast cancer, pancreatic cancer and ovarian cancer. There were 79 cases of negative mesothelin results. Malignancies were found in 45 cases, of which 14 were mesothelioma cases (6 epithelioid, 3 mixed and 5 sarcomatoid type cases); among the other cases, more than a half were bronchogenic carcinoma. Mesothelin tests were negative in all 34 cases of benign disease.

The median mesothelin level was higher than the cut-off only in the group of all mesothelioma cases (1.78 nmol/L) and, especially, in the epithelioid and mixed mesothelioma group (2.04 nmol/L). By contrast, the median mesothelin level was only 0.75 nmol/L in sarcomatoid mesothelioma and 0.72 nmol/L in other malignancies, namely 0.67 nmol/L in bronchogenic carcinoma, and 0.36 nmol/L in benign disease.

The sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy of mesothelin levels were highest in the group of epithelioid and mixed mesothelioma (69.0%, 90.9%, 74.1%, 88.6% and 85.8%, respectively) and lower in the group of all mesothelioma cases (58.8%, 90.2%, 74.1%, 82.3% and 80.2%, respectively). By contrast, in malignancies other than mesothelioma, especially sensitivity was very low. Beneficial was 100% specificity and 100% PPV in the group of all malignancies.

Conclusions

The group of asbestos-exposed persons was characterized by:

· only a weak correlation between the mesothelin level and length of exposure to asbestos;

· significantly higher mesothelin levels in persons with abnormal chest radiograph findings, more significantly in patients with malignant disease; 
· relatively high sensitivity of serum mesothelin for pleural mesothelioma; given the small number of mesothelioma patients, however, this result cannot be considered statistically significant;

· higher mesothelin levels in followed up asbestos-exposed person suggesting pathological processed in the chest and correlating with severity of the disease. 
In the group of persons with exudative pleural effusions:

· positive mesothelin results were only seen in malignant pleural disease; in all benign disease cases, only negative mesothelin results were observed;

· in the group with positive mesothelin results, mesothelioma was significantly most prevalent, either epithelioid or mixed;

· significantly higher mesothelin levels were found in the mesothelioma group, particularly in the epithelioifd and mixed mesothelioma group, as compared with the other groups;

· the highest sensitivity and accuracy rates were observed in the group of epithelioid and mixed mesothelioma;

· there were 100% specificity and 100% positive predictive value of mesothelin levels for malignant disease.

The studies suggest that mesothelin cannot be considered a reliable marker of the early phase of malignant transformation of pleural changes but only a secondary criterion for examining followed up persons. On the other hand, mesothelin seems to be an auxiliary marker in the diagnosis of pleural effusions, in particular those of malignant etiology.

In conclusion, to definitely confirm or refute the role of mesothelin in predicting and diagnosing malignant pleural mesothelioma, other large studies will be needed, probably in combination with investigating newly discovered and promising markers such as fibulin-3.
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