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Predslov

Plicny surfaktant patri medzi vyznamné biologické systémy ludského organizmu. Jeho
vyskum predstavuje jeden z vyraznych prikladov tspeSného prepojenia fyziologickych
poznatkov a klinickej mediciny. Zavedenie terapie exogénnym surfaktantom zasadne zlepsilo
progndzu pred€asne narodenych novorodencov so syndrémom respiracnej tiesne. Sucasne sa
ukazuje, Ze surfaktantovy systém ma vyznam aj pri akitnom posSkodeni plic a syndrome
akutnej respiracnej tiesne u dospelych, kde moznosti jeho terapeutického ovplyvnenia st
predmetom intenzivneho vyskumu.

Napriek desatro¢iam vyskumu zostavaju viaceré aspekty fungovania surfaktantového systému
nedostatocne objasnené. Organizacia surfaktantového filmu, jeho dynamika pocas respiraéného
cyklu, transport a obnova v alveolarnom priestore, regiondlna heterogenita pl'ic ¢i mechanizmy
jeho dysfunkcie nad’alej predstavujii aktivne oblasti fyziologického a experimentalneho
vyskumu. Je to dolezité nielen pre pochopenie fyziologickej funkcie surfaktantu, ale aj pre
vyvoj novych terapeutickych preparatov.

Na Ustave fyziologie Jesseniovej lekarskej fakulty Univerzity Komenského sa mechanizmy
surfaktantovej terapie systematicky skimaji uz niekolko desatro¢i a to aj v spolupraci
s viacerymi domdacimi a zahrani¢nymi pracoviskami. Dlhodobé experimentalne a analytické
sktsenosti vytvorili odborny zéklad pre vznik tohto uc¢ebného textu. Osobna vd’aka patri prof.
Andrei Calkovskej, veducej Ustavu fyziologie, za jej dlhoroéné odborné vedenie, podporu
vedeckej a pedagogickej prace a za vytvaranie podmienok, ktoré umoznili rozvijat’ tito
vyskumnt oblast’.

Skripta su urcené predovsetkym Studentom lekérskej fakulty a Studentom doktorandského
studia v biomedicinskych odboroch, ale aj lekdrom a d’alSim odbornikom so zaujmom
o respiracnu fyziologiu a experimentalny vyskum pltc. Ich cielom je poskytnit’ uceleny
pohl'ad na pl'ucny surfaktant od zékladnych fyziologickych a molekularnych mechanizmov cez
jeho dysfunkciu az po terapeutické vyuzitie a experimentalne metddy jeho Studia.

Verime, ze text prispeje nielen k osvojeniu zakladnych poznatkov, ale aj k pochopeniu
vzadjomného prepojenia fyziologie, biofyziky, patofyziologie, experimentdlneho vyskumu a

terapeutickych pristupov.
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Zoznam skratiek

A-a gradient: Alveolo-arteridlny gradient

ABCAS3: Transportér ABCA3 (z angl. ATP-binding cassette transporter A3)

AFM: Atomova silova mikroskopia (z angl. Atomic force microscopy)

ARDS: Ayndrom akutnej respiracnej tiesne (z angl. Acute respiratory distress syndrome)
ATP: Adenozintrifosfat

BAL: Bronchoalveolarna lavaz

BAM: Brewsterova uhlova mikroskopia (z angl. Brewster Angle Microscopy)
BLES: Bovinny lipidovy extrakt surfaktantu (z angl. Bovine lipid extract surfactant)
CB: Kompozitné teliesko v sekre¢nej drahe (z angl. Composite body)

CBS: surfaktometer so zachytenou bublinou (z angl. Captive Bubble Surfactometer)
CCT: CTP:fosfocholin cytidylyltransferaza

CDP: Cytidindifosfat

CSD: Metdda ohranicenej leziacej kvapky (z angl. Constrained sessile drop)

CTP: Cytidintrifosfat

D: Diftzny koeficient

Dv: Diftizna kapacita pl'ic

DLCO: Diftizna kapacita pl'uc pre oxid uhol'naty

DPPC: Dipalmitoylfosfatidylcholin

EC: Exspiracnd kapacita

ENaC: Epitelovy sodikovy kandl (z angl. Epithelial Sodium Channel)

ER: Endoplazmatické retikulum

ERYV: Exspiracny rezervny objem

FiO:: Frakcia kyslika vo vdychovanom vzduchu (z angl. Fraction of inspired oxygen)
FOXA2: Transkripény faktor FOXA2 (Forkhead box A2)

FRC: Funk¢nd reziduélna kapacita

GATAG: Transkripény faktor GATA6

GK: Glukokortikoid

HPV: Hypoxicka pI'icna vazokonstrikcia (z angl. Hypoxic pulmonary vasoconstriction)
IC: Inspiracnd kapacita

IL-1p: Interleukin 1 beta

IL-6: Interleukin 6

IRV: Inspira¢ny rezervny objem (z angl. Inspiratory reserve volume)



LA: Velké surfaktantové agregaty (z angl. Large aggregates)

LB: Lamelarne telieska (z angl. Lamellar bodies)

LC: Kondenzovana faza lipidovej monovrstvy

LE: Expandovana faza lipidovej monovrstvy

LPS: Lipopolysacharid

MAS: Syndrém aspiracie mekonia (z angl. Meconium aspiration syndrome)
MYVB: Multivezikularne teliesko (z angl. Multivesicular body)

NKX2-1: Nuklearny transkripény faktor NKX2-1

NL: Neutrélne lipidy

PACO:: Alveolarny parcialny tlak oxidu uhli¢itého

PAO:: Alveolarny parcialny tlak kyslika

P.CO:: Arterialny parcialny tlak oxidu uhli¢itého

P.O:: Arteridlny parcialny tlak kyslika

Pam: Atmosféricky tlak

PBS: Surfaktometer s pulzujicou bublinou (z angl. Pulsating Bubble Surfactometer)
PC: Fosfatidylcholin

PEEP: Pozitivny tlak na konci exspiria (z angl. Positive end-expiratory pressure)
PG: Fosfatidylglycerol

PH:O: Parcialny tlak vodnej pary

PL: Fosfolipid

POPC: Palmitoyl-oleoylfosfatidylcholin

POPG: Palmitoyl-oleoylfosfatidylglycerol

Ppa: Tlak v plenych artériach

Ppyv: Tlak v pl'icnych vénach

proSP-B: Prekurzor surfaktantového proteinu B

proSP-C: Prekurzor surfaktantového proteinu C

Q: Prietok krvi placami (perfuzia)

Raw: Odpor dychacich ciest (z angl. Airway resistance)

RDS: Syndrom respiracnej tiesne novorodencov (z angl. Respiratory distress syndrome)
RQ: Respiracny kvocient

RV: Rezidudlny objem

SA: Malé¢ surfaktantové agregaty (z angl. Small aggregates)

SFTPB: Gén pre surfaktantovy protein B

SFTPC: Gén pre surfaktantovy protein C



SNARE: Proteiny sprostredkujice fiiziu membran (z angl. Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor Attachment Protein Receptor)

SP-A: Surfaktantovy protein A

SP-B: Surfaktantovy protein B

SP-C: Surfaktantovy protein C

SP-D: Surfaktantovy protein D

TLC: Celkova plicna kapacita (z angl. Total lung capacity)

TNF-a: Tumor nekrotizujuci faktor alfa

TTF-1: Tyreoidalny transkripény faktor 1

VC: Vitéalna kapacita

V: Objemovy prietok vzduchu

Va: Alveolarna ventilacia

Va/Q: Pomer alveolarnej ventilcie a perfuzie

Ve: Minttova ventilacia

Vbp: Objem mftveho priestoru

VILI: Ventilatorom indukované poskodenie plic (z angl. Ventilator-induced lung injury)

Vr1: Dychovy objem



Uvod

Zakladnou fyziologickou funkciou respiracného systému je efektivna vymena dychacich
plynov medzi vonkaj§im a vnUtornym prostredim organizmu. Tento proces prebicha
predovsetkym v plucnych alveolach, ktorych Struktira umoziluje vytvorenie velkej plochy
na difuziu pri minimalnej difuznej vzdialenosti medzi alveolarnym plynom a krvou v pl'icnych
kapilarach. Samotnad architektura alveol vsak ich mechanicku stabilitu nezabezpecuje.
Na rozhrani vzduch — tekutina na ich povrchu vznika povrchové napétie, ktoré vytvara sily
podporujice zmensovanie alveolarneho priestoru, najmé pri nizkych pl'icnych objemoch.
KTlacovym mechanizmom regulujicim tieto sily je pl'icny surfaktant, komplexna zmes lipidov
a Specifickych surfaktantovych proteinov, ktora produkuji predovsetkym pneumocyty II. typu.
Surfaktant dynamicky reguluje povrchové napétie na alveolarnom rozhrani pocas respiracného
cyklu, ¢im prispieva k stabilite alveol, zvySuje poddajnost’ pl'ic a zniZuje pracu potrebnu na ich
ventilaciu. Jeho vyznam je obzvlast vyrazny na konci exspiria, ked’ pri zmensovani alveolarnej
plochy obmedzuje tendenciu alveol ku kolapsu.

Funkcia surfaktantu vSak presahuje samotné znizovanie povrchového napitia. Ide o dynamicky
biologicky systém, ktorého molekularna organizacia, transport, metabolizmus a obnova st uzko
prepojené s mechanikou pltic, Struktirou alveoldrneho epitelu, alveolarnou homeostazou a
vrodenou imunitnou obranou.

Kvantitativna alebo kvalitativna porucha surfaktantového systému moze viest’ k zvySeniu
povrchového napitia, znizeniu poddajnosti plic, alveolarnej nestabilite a poruchdm vymeny
dychacich plynov. Vyznam surfaktantovej dysfunkcie je dobre dokumentovany pri syndrome
respiracnej tiesne novorodencov, kde je dominantnym mechanizmom nedostato¢na produkcia
surfaktantu v nezrelych plucach. Sekunddrna dysfunkcia surfaktantu sa uplatituje aj pri
akutnom poskodeni pl'iic a syndrome akutnej respiracnej tiesne, kde dochéddza k zmenam jeho
zloZenia a funkcie v suvislosti s poSkodenim alveolarneho epitelu, zapalovou odpovedou a
zvySenou permeabilitou alveolokapildrnej membrany. Plicny surfaktant tak predstavuje
vyznamné prepojenie medzi biofyzikou dychania, bunkovou biologiou alveolarneho epitelu a
patofyzioldgiou pl'icnych ochoreni.

Cielom ucebného textu je systematicky spracovat’ problematiku pl'icneho surfaktantu v SirSom
kontexte respiracnej fyzioldgie. V uvodnej Casti st predstavené vybrané principy fyziologie
dychania, ktoré nenahrddzaju vedomosti ziskané absolvovanim predmetov Fyzioldgia 1 a

Fyziologia 2, ale poskytuji potrebny rdmec na pochopenie mechanickych a funkénych
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vlastnosti pl'ic a vyznamu surfaktantového systému. Nésledne sa text venuje molekularnemu
zloZzeniu surfaktantu, jeho biosyntéze, sekrécii, metabolizmu, organizacii na alveolarnom
rozhrani a biofyzikdlnym mechanizmom jeho tu¢inku.

Osobitna pozornost’ je venovana poruchdm surfaktantového systému, exogénnej surfaktantovej
terapii, jej limitom a perspektivam d’alSieho vyvoja, ako aj experimentdlnym a analytickym
metédam vyuzivanym pri Stadiu surfaktantu. Text je koncipovany tak, aby postupoval
od zékladnych fyziologickych principov cez molekularne a biofyzikdlne mechanizmy az k ich

patofyziologickym, terapeutickym a experimentalnym stvislostiam.
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1 Uvod do fyziolégie dychania

Respiracny systém zabezpecuje kontinudlnu vymenu plynov medzi organizmom a vonkajSim
prostredim, predovSetkym prijem kyslika a elimindciu oxidu uhli¢itého. Tento proces je
nevyhnutny na udrZanie oxidativnheho metabolizmu buniek a acidobazickej rovnovahy
vnutorného prostredia. Vymena plynov zahffia niekol’ko vzajomne prepojenych procesov:
plucnu ventilaciu, distribuciu alveoldrnej ventildcie a plicnej perfuzie, difuziu plynov cez
alveolokapilarnu membranu a nésledny transport kyslika a oxidu uhli¢itého krvou. Porucha
ktoréhokol'vek z tychto procesov mdze narusit’ efektivnu vymenu dychacich plynov a viest
k hypoxémii, hyperkapnii alebo ich kombinécii a pri dostatocnej zdvaznosti k rozvoju

respiracnej insuficiencie.

1.1 Mechanika dychania

Plicna ventildcia je proces zabezpecujlci pohyb vzduchu medzi atmosférou a alveolarnym
priestorom na zaklade tlakovych rozdielov vznikajtcich v désledku ¢innosti dychacich svalov.
Je podmienend vzdjomnymi vztahmi medzi tromi zakladnymi tlakmi: atmosférickym,
alveolarnym a interpleuralnym.

Pri pokojnom spontdnnom dychani sa tieto tlaky menia v relativne Uzkom rozsahu.
V rovnovaznom stave respiraéné¢ho systému na konci pokojného exspiria, ktory zodpoveda
funk¢nej reziduélnej kapacite (FRC), je alveolarny tlak rovny atmosférickému tlaku a prietok

vzduchu je nulovy.

1.1.1 Vztahy medzi jednotlivymi tlakmi po€as dychania

Pohyb vzduchu medzi atmosférou a plucami pocas respiratného cyklu je podmieneny
rozdielom medzi atmosférickym a alveolarnym tlakom. Pradenie vzduchu nastdva v smere
tlakového gradientu, teda z oblasti vysSieho tlaku do oblasti nizsieho tlaku.

Tlak plynu je fyzikalna veli¢ina vyjadrujuca silu posobiacu kolmo na jednotku plochy.
Na molekulovej urovni vzniké v désledku narazov molekul plynu na steny priestoru, ktory plyn
ohranicuje. Vztah medzi tlakom a objemom plynu pri konstantnej teplote a konstantnom
mnozstve plynu opisuje Boyleov zdkon. Podla neho je tlak plynu nepriamo timerny jeho

objemu.
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Boyleov zdkon mozno vyjadrit’ vztahom:

P1x V1i=P2x V2
kde:
P; a V; predstavuji pociato¢ny tlak a objem plynu

P> a V; predstavuju konecny tlak a objem plynu

V kontexte dychania sa tento fyzikalny princip uplatiiuje pri zmenach objemu plic pocas
dychového cyklu. Zvicsenie objemu plic pocas inspiria vedie k poklesu alveolarneho tlaku
pod troven atmosférického tlaku, ¢im vznika tlakovy gradient umoziujuci prudenie vzduchu
do pluc. Naopak, zmensenie objemu pl'ic pocas exspiria vedie k zvySeniu alveolarneho tlaku
nad uroven atmosférického tlaku a k pradeniu vzduchu z alveolarneho priestoru do vonkajsicho
prostredia. Pridenie vzduchu pokracuje dovtedy, kym sa rozdiel medzi alveolarnym a
atmosférickym tlakom nevyrovna. Pre d’alsi vyklad je preto potrebné rozlisit’ tri zakladné tlaky:
atmosféricky, alveolarny a interpleuralny.

Atmosféricky tlak predstavuje tlak vyvijany atmosférou na povrch telies a je dosledkom
hmotnosti vzduchového stipca nad danym miestom. Jeho jednotkou v sustave SI je pascal (Pa),
v respiraénej fyziologii sa vsak ¢asto vyjadruje aj v milimetroch ortutového stipca (mmHg).
Standardna atmosféra (1 atm) je definovana ako 101 325 Pa, &o zodpoveda 760 mmHg.
Atmosféricky tlak sa meni najmad v zavislosti od nadmorskej vysky a meteorologickych
podmienok.

V respiracnej fyzioldgii sa tlaky ¢asto vyjadruju relativne k atmosférickému tlaku, ktory sa
pouziva ako referen¢nd hodnota a konvenc¢ne sa oznacuje ako nula. Tlak niz$i ako atmosféricky
ma preto zépornu a tlak vyssi ako atmosféricky kladni hodnotu. Hodnoty alveoldrneho a
interpleurdlneho tlaku vyjadrené tymto spdsobom teda predstavuji rozdiel oproti
atmosférickému tlaku, nie ich absolutne hodnoty.

Alveolarny tlak je tlak plynu v alveolach, ktory sa meni v priebehu jednotlivych 4z dychového
cyklu (obr. 1). Kedze alveoly prostrednictvom dychacich ciest komunikuju s atmosférou,
pri nulovom prietoku vzduchu sa alveoldrny tlak vyrovnava s atmosférickym tlakom.
Prechodné rozdiely medzi alveolarnym a atmosférickym tlakom vznikaji pocas objemovych
zmien plic a vytvaraju tlakovy gradient potrebny na pradenie vzduchu. Pri pokojnom
spontannom dychani sa na konci inspiria a exspiria, ked’ prudenie vzduchu ustava, alveolarny
tlak opat’ vyrovnava s atmosférickym tlakom. Prudenie vzduchu medzi atmosférou a alveolami

teda nastava iba vtedy, ak medzi nimi existuje tlakovy gradient.

13



Interpleuralny tlak je tlak v pleurdlnom priestore medzi visceralnou a parietalnou pleurou (obr.
1). Pocas dychového cyklu sa meni a za fyziologickych podmienok pokojného spontanneho
dychania je niz$i ako atmosféricky tlak. Ak sa atmosféricky tlak pouziva ako referencné nulova
hodnota, interpleuralny tlak sa preto vyjadruje zdpornymi hodnotami. Na konci pokojného
exspiria dosahuje priblizne —5 cm H20 a pocas inspiria sa jeho hodnota stava negativnejSou.
Subatmosféricky interpleuralny tlak je vysledkom vzajomného posobenia elastickych vlastnosti
pluc a hrudnej steny. Pluca maji pri fyziologickych objemoch tendenciu kolabovat
(retrahovat’) sa smerom dovnutra v dosledku elastickych vlastnosti pl'icneho tkaniva a sil
stvisiacich s povrchovym napitim na alveolarnom rozhrani vzduch — tekutina. Proti tejto
tendencii pri funkénej rezidualnej kapacite posobi elasticka retrakcia hrudnej steny smerom
von. Vzajomné pdsobenie tychto protichodnych elastickych sil prispieva k vzniku a udrziavaniu
subatmosférického tlaku v pleurdlnom priestore.

Medzi visceralnou a parietalnou pleurou sa nachédza tenka vrstva pleuralnej tekutiny, ktora
umoziuje vzajomny pohyb pleuralnych listov s minimalnym trenim a zaroven zabezpecuje
mechanické spojenie medzi pl'icami a hrudnou stenou. Vd’aka tomuto spojeniu sa zmeny
objemu hrudnika prendSaju na plica. Objem pleuralnej tekutiny je za fyziologickych
podmienok udrziavany rovnovdhou medzi jej tvorbou a odstrafiovanim, pricom vyznamni
ulohu zohrava najma lymfaticka drenaz parietalnej pleury. Nahromadenie via¢Sieho mnozstva
tekutiny v pleurdlnom priestore zvysuje pleurdlny tlak, znizuje transpulmonalny tlak a moze
viest’ ku kompresii pl'ic. Vstup vzduchu do pleurdlneho priestoru pri pneumotoraxe takisto
znizuje transpulmondlny tlak; pri vyrovnani pleurdlneho tlaku s atmosférickym moze
transpulmonalny tlak prakticky zaniknut, ¢o vedie k elastickej retrakcii a kolapsu postihnutej

Casti pl'ic.
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Atmosféricky tlak

'

Pohrudnica
Popltcnica
Transpulmonalny tlak: .
760 mm Hg — 756 mm Hg /| Pleuralna
=4 mm Hg dutina

Hrudna stena

Pluca

Intraalveolarny tlak: Branica
760 mm Hg (0 mm Hg)

Obrazok 1 Znazornenie vztahu medzi atmosférickym, intraalveolarnym, interpleuralnym a transpulmonalnym
tlakom na konci exspiria. Intraalveolarny tlak sa rovna atmosféerickému, nedochadza k prudeniu vzduchu.
Interpleuralny tlak je negativny a rozdiel medzi nimi je transpulmondalny tlak, ktory udrziava plica rozvinuté
(upravené podla Betts et al., 2022).

1.1.2 Transpulmonalny tlak

Vzéijomné vzt'ahy medzi atmosférickym, alveoldrnym a interpleuralnym tlakom nadobudaja
fyziologicky vyznam predovsetkym pri posudzovani tlakovych rozdielov medzi jednotlivymi
kompartmentmi respiratného systému. Samotna absolitna hodnota jednotlivych tlakov
neurcuje mieru distenzie plic; rozhodujuci je tlakovy rozdiel posobiaci naprie¢ plicami. Tento
rozdiel vyjadruje transpulmonalny tlak (obr. 1).

Transpulmonalny tlak predstavuje rozdiel medzi alveolarnym a interpleurdlnym tlakom.
Predstavuje distenzny tlak pltc, ktory podsobi proti ich elastickej retrakcii. Pri danych
elastickych vlastnostiach pl'ic je transpulmondlny tlak vyznamnym determinantom ich objemu.
Pocas nadychu (inspiria) sa transpulmondlny tlak zvySuje, o vedie k rozpinaniu pluc a
zvacsovaniu ich objemu. Pocas vydychu (exspiria) sa naopak znizuje, ¢im sa uplatiiuje elasticka
retrakcia pl'ic a ich objem sa zmensuje. Velkost’ zmeny plicneho objemu pri urcitej zmene
transpulmonalneho tlaku zavisi od poddajnosti plic. Transpulmondlny tlak tak predstavuje
klucovlr veliCinu prepdjajucu tlakové pomery v respiracnom systéme s elastickymi

vlastnost’ami pl'ac.
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1.1.3 Fyzikalne faktory ovplyviiujuce ventilaciu

Ventildcia plic nie je uréenda iba rozdielmi medzi atmosférickym, alveolarnym a
interpleurdlnym tlakom. Tieto tlakové rozdiely vznikaji ako dosledok Einnosti dychacich
svalov a su ovplyvilované mechanickymi vlastnostami dychacieho systému. Rozsah a
efektivita ventilacie st preto podmienené kombinaciou svalovej aktivity, elastickych vlastnosti

pl'ic a hrudnej steny a odporu respiracného systému, hlavne odporu v dychacich cestach (Raw).

Uloha dychacich svalov

Samotné pltca sa aktivne nepodielaju na vytvarani pohybu vediceho k ventilacii. Ich
objemové zmeny su pasivnym ddsledkom zmien objemu hrudnej dutiny a néaslednych zmien
transpulmonalneho tlaku. Hlavnym inspiranym svalom pri pokojnom dychani je branica,
ktorej kontrakcia a kaudalny posun vedu k zvdcSeniu vertikdlneho rozmeru hrudnej dutiny.
Na inspiriu sa podiel’aju aj vonkajSie medzirebrové svaly, ktoré prispievaju k elevacii rebier a
zvéacSeniu priecneho a predozadného rozmeru hrudnika.

Mechanické prepojenie medzi pl'icami a hrudnou stenou umoznuju pleurdlne listy a tenka
vrstva pleuralnej tekutiny medzi nimi. T4 umoziuje ich vzajomny pohyb s minimalnym trenim
a zaroven efektivny prenos mechanickych sil medzi hrudnou stenou a plucami. Pocas
pokojného spontanneho inspiria vedie kontrakcia inspiracnych svalov k zvécSeniu objemu
hrudnej dutiny a poklesu interpleurdlneho tlaku. Tym sa zvySuje transpulmonalny tlak, ktory
vedie k rozpinaniu plic a zvac¢Seniu ich objemu.

Pokojné exspirium je za fyziologickych podmienok prevazne pasivnym procesom. Po relaxacii
inspiracnych svalov klesd transpulmonélny tlak a elastickd retrakcia respira¢ného systému

vedie k zmenseniu objemu pltc.

Odpor dychacich ciest
Prietok vzduchu dychacimi cestami zavisi od tlakového gradientu, ktory pradenie vzduchu
podmieniuje, a od odporu dychacich ciest, ktory jeho prudenie obmedzuje. Odpor dychacich
ciest je definovany ako pomer tlakového rozdielu medzi atmosférou a alveolami a vysledného
prietoku vzduchu:

Raw = AP /V
kde:
Raw (Airway resistance) predstavuje odpor dychacich ciest proti pradeniu vzduchu
AP predstavuje tlakovy rozdiel medzi zaciatkom a koncom dychacich ciest, teda medzi

atmosférou a alveolami (Pam — Pa), ktory je hnacou silou pradenia vzduchu
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V predstavuje prietok vzduchu (objem za jednotku ¢asu)

Zo vztahu vyplyva, ze odpor urcuje, aky velky tlakovy gradient je potrebny na vytvorenie
uréitého prietoku vzduchu. Cim vyssi je odpor, tym va&si tlakovy rozdiel musi byt’ generovany
na udrzanie rovnakého prietoku.

Velkost” odporu zavisi predovsetkym od priemeru dychacich ciest. Pri laminadrnom pradeni je
odpor nepriamo umerny S$tvrtej mocnine polomeru priedusiek (Poiseuilleov zakon), ¢o
znamena, ze aj malé zuzenie dychacich ciest vedie k vyraznému zvyseniu odporu. Odpor je
ovplyvneny aj charakterom pradenia (laminarne vs. turbulentné), viskozitou plynu a dizkou
dychacich ciest. Zvyseny odpor vedie k zvySenej praci dychania, pretoze na udrzanie rovnakého

prietoku je potrebny vicsi tlakovy gradient.

Elastické vlastnosti pI'ic a hrudnej steny

Elasticky spitny tah pl'ic vznikd kombinaciou dvoch faktorov: elasticity pl'uicneho tkaniva a
povrchového napitia na rozhrani vzduch — tekutina v alveolach. Hrudna stena ma naopak
tendenciu expandovat’ smerom von. Rovnovdha medzi tymito silami uréuje objem pluc
v pokoji. Poddajnost’ (compliance) vyjadruje schopnost’ pl'ic alebo hrudnej steny menit’ objem
v odpovedi na zmenu tlaku. Znizend poddajnost’ znamena, Ze na dosiahnutie rovnakého
objemového narastu je potrebna vicsia zmena tlaku. Elastické vlastnosti systému tak vyznamne
ovplyviiuji naro¢nost’ ventiléacie.

Ako uz bolo uvedené vyssie, povrch alveol je pokryty tenkou vrstvou tekutiny. Povrchové
napitie na tomto rozhrani vytvara silu smerujucu k zmenseniu objemu alveol. PIicny surfaktant
znizuje povrchové napétie na rozhrani vzduch-tekutina. Tym zvysuje poddajnost’ pluc a
stabilizuje alveoly pri nizkych objemoch. Bez dostatocnej surfaktantovej aktivity by bol
elasticky odpor vyrazne vyssi a ventilacia by vyzadovala podstatne vac¢siu mechanicku précu.
Kolaps alveol by bol pravdepodobnejsi najmé pri nizkych pl'icnych objemoch.

Ventil4cia je ovplyvnend aj mechanickymi vlastnostami hrudnej steny. Poddajnost’ hrudne;j
steny vyjadruje jej schopnost’ menit’ objem v odpovedi na zmenu tlaku. ZniZend poddajnost’
znamena, ze na dosiahnutie rovnakého zvac¢senia objemu hrudnika je potrebna vicsia svalova
sila. Ked’ze objem pltc je priamo zavisly od objemu hrudnej dutiny, zniZend poddajnost’

hrudnej steny zvySuje naroky na dychacie svaly a zvySuje pracu dychania.
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1.2 Plicna ventilacia
Pltcna ventilacia je zabezpeCovand rytmickym striedanim nadychu a vydychu, pri ktorom
dochadza k vymene vzduchu medzi atmosférou a plicnymi alveolami. Tym sa podiel’a
na udrziavani alveolarnych parcidlnych tlakov kyslika a oxidu uhli¢itého potrebnych na
efektivnu vymenu dychacich plynov.
Z funkéného hladiska je alveolarna ventildcia vyznamnym determinantom parcidlnych tlakov
Oz a CO: v alveolarnom priestore. Pri konStantnej metabolickej produkcii CO: je alveolarny
parcialny tlak oxidu uhli¢itého (PACO:) nepriamo umerny alveolarnej ventilacii. Zvysenie
alveolarnej ventilacie preto vedie k poklesu PACO: a nasledne aj arteridlneho P.CO-, zatial’ ¢o
jej znizenie vedie k ich vzostupu.
Alveolarna ventilacia ovplyviiuje aj parcidlny tlak kyslika v alveolach (PAO2). Jeho hodnota
vSak zéavisi nielen od ventilacie, ale aj od koncentracie kyslika vo vdychovanom vzduchu,
atmosférického tlaku a P,CO.. Vzt'ah medzi tymito veli¢inami vyjadruje alveolarna plynova
rovnica:

PaO; = FiO; (Patm — PH,0) = PaCO, / RQ
kde:
P40: predstavuje alveolarny parcidlny tlak kyslika
FiO: predstavuje frakciu kyslika vo vdychovanom plyne
Pum predstavuje atmosféricky tlak
PH>O parcialny tlak vodnej pary vo vdychovanom plyne po jeho zvlh¢eni v dychacich cestach
P.CO: predstavuje parcialny tlak oxidu uhli¢itého v arterialnej krvi
RQ je respiracny kvocient vyjadrujici pomer produkcie CO: k spotrebe Oz; pri zmieSanej strave

ma hodnotu priblizne 0,8

Rovnica ukazuje, Ze parcidlny tlak kyslika v alveolach zavisi od mnozZstva kyslika dostupného
vo vdychovanom plyne, atmosférického tlaku a alveolarneho PCO:, ktory je uzko spity s
alveolarnou ventilaciou. Pri konStantnej FiO: a atmosférickom tlaku vedie alveolarna
hypoventilacia k vzostupu PACO: a stcasnému poklesu PaO.. Naopak, pri alveolarnej
hyperventilacii PACO: klesd a PAO: sa zvySuje.

Ventilacia teda nie je izolovanym mechanickym dejom, ale nevyhnutnou stcastou vymeny
dychacich plynov. Jej ucinnost’ zavisi nielen od celkového mnozstva vzduchu privadzané¢ho
do alveol, ale aj od jeho distribucie v plicach a od vztahu alveoldrnej ventilacie k plucnej

perfuzii.
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1.2.1 Dychové objemy

Zakladnou jednotkou ventilacie je dychovy objem (Vr7), ktory predstavuje objem vzduchu
vdychnuty alebo vydychnuty pocas pokojného dychania. U dospelého ¢loveka sa pri pokojnom
dychani pohybuje okolo 500 ml, pricom jeho velkost’ zavisi aj od telesnej konstittcie, pohlavia
a aktudlnych metabolickych poZziadaviek. Okrem dychového objemu rozliSujeme dalSie
objemy, ktoré charakterizuju maximalne schopnosti respiraéného systému (obr. 2):

Inspiracny rezervny objem (IRV) je objem, ktory mozno vdychnut' navyse po pokojnom
nadychu. Tento objem predstavuje schopnost’ plic reagovat’ na zvySené metabolické naroky.
Exspiracny rezervny objem (ERV) je objem, ktory mozno vydychnut’ navyse po pokojnom
vydychu. Je ovplyvneny elastickymi vlastnostami plic a hrudnej steny.

Rezidualny objem (RV) je objem vzduchu, ktory zostava v pl'icach po maximalnom vydychu.
Tento objem nemozno vydychnut’ a mé zasadny vyznam pre udrziavanie kontinuélnej vymeny

plynov medzi jednotlivymi dychmi.

Inspirium
6000 7y 7y
Inspiracny
rezervny Vitalna
objem kapacita
(IRV) (VO
'—g 40 Celkova
= Dychovy kapacita
£ objem plic
T S (VIS s 5 o \4) () R | || el S S (TLC)
=
8 N\
2000 Expiraény
rezervny Funk¢na
objem rezidudlna
(ERV) kapacita
(FRC)
Rezidualny
objem Exspirium
(RV)
0 v v v

Obrazok 2 Dychové objemy a kapacity. Krivka predstavuje dychovy objem (V1) a jeho rozsirenie o inspiracny
(IRV) a exspiracny rezervny objem (ERV). Zobrazené su zakladné pliicne kapacity: vitalna kapacita (VC),
Sfunkcna rezidudlna kapacita (FRC) a celkova kapacita plic (TLC), pricom rezidualny objem (RV) zostava v
plucach aj po maximalnom exspiriu (upravené podla Hall, 2020).

1.2.2 Plicne kapacity
Z kombinécie jednotlivych objemov su odvodené pltcne kapacity, ktoré poskytuja

komplexnejsi pohl'ad na mechanické vlastnosti respiracného systému (obr. 2).
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Vitalna kapacita (VC) je stcet inspiraéného rezervného objemu, dychového objemu a
exspiratného rezervného objemu. Predstavuje maximdlny objem vzduchu, ktory mozno
vydychnut’ po maximalnom nadychu.

Celkova pl'icna kapacita (TLC) je sucet vitalnej kapacity a rezidualneho objemu. Predstavuje
objem vzduchu v pl'icach po maximalnom inspiriu a zodpoved4d maximalnemu objemu, ktory
modzu plica za fyziologickych podmienok dosiahnut’.

Funkéna rezidudlna kapacita (FRC) je sucet exspiracného rezervného objemu a rezidudlneho
objemu. Predstavuje objem vzduchu zostavajici v pluicach na konci pokojného exspiria a
zodpoveda rovnovaznemu objemu respiraéného systému, pri ktorom je elasticka retrakcia pl'ic
smerom dovnutra vyvaZzena elastickou retrakciou hrudnej steny smerom von. FRC ma
vyznamnu fyziologicku ulohu, pretoze predstavuje zasobarenl alveolarneho plynu medzi
jednotlivymi dychmi a tlmi vykyvy jeho zloZenia a parcialnych tlakov Oz a CO.. ZniZenie FRC
zmenSuje tato zasobu plynu a moéze prispievat’ k rychlejSiemu poklesu alveolarneho a
arteridlneho parcialneho tlaku kyslika, najmé pri apnoe alebo zvySenej spotrebe Os.

Inspiracna kapacita (IC)je sucet dychového objemu a inspiracného rezervného objemu.
Predstavuje maximdalny objem vzduchu, ktory mozno vdychnut po skonceni pokojného
exspiria.

Exspiracna kapacita (EC) je maximalny objem vzduchu, ktory moéze clovek vydychnut

po normalnom (pokojnom) nadychu.

1.2.3 Minuatova ventilacia

Mintitova ventilacia (Vi) predstavuje celkovy objem vzduchu, ktory sa vymeni v plticach

za jednu minutu. Je definovana ako sucin dychového objemu a frekvencie dychania:
Ve=Vrx f

kde:

Vi je minutova ventilacia

V't je dychovy objem

fje frekvencia dychania
Pri pokojnom dychani sa minttova ventilacia pohybuje priblizne medzi 6 az § litrami za minttu.

Tento parameter vSak vyjadruje len celkovy objem ventilovaného vzduchu, nie efektivnu

vymenu plynov.
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ZvySenie minutovej ventilacie sa moze dosiahnut’ zvySenim dychového objemu, zvySenim
frekvencie dychania alebo kombindciou oboch mechanizmov. Tieto dva sposoby vSak nemaju
rovnaky efekt na alveolarnu ventildciu. Doévodom je pritomnost’ anatomického mftveho
priestoru, ktorého objem sa pri kazdom dychu ventiluje ako prvy, ale nepodiela sa na vymene
plynov. Ak sa minttova ventiladcia zvySuje predovSetkym zvySenim frekvencie pri malom
dychovom objeme, vyznamna Cast’ kazdého dychu zostdva v mftvom priestore a prirastok
alveolarnej ventilacie je relativne maly. Naopak, prehibenie dychania, t.j. zvy3enie dychového
objemu vedie k tomu, ze vic¢sia ¢ast’ vdychnutého vzduchu presahuje objem mitveho priestoru
a dostava sa do alveol, ¢im sa alveolarna ventilacia zvysuje efektivnejsie.

Pacient méze mat’ zvySeni minutova ventilaciu (napr. pri tachypnoe), ale ak je dychanie plytkeé,
alveolarna ventilacia moze byt nedostato¢na. Preto samotnd frekvencia dychania nie je

spol'ahlivym ukazovatel'om efektivity ventilacie.

1.2.4 Alveolarna ventilacia

Na vymene plynov sa nepodiel’a cely objem vdychnutého vzduchu. Cast’ vzduchu zostéava v

dychacich cestach, kde nedochadza k difuzii medzi plynom a krvou. Objem tychto dychacich

ciest sa oznacuje ako anatomicky mftvy priestor (Vp). Alveolarna ventilacia (V) predstavuje

objem vzduchu, ktory sa za minutu dostane do alveol a podiel’a sa na vymene plynov:
Va=(Vr-Vp) xf

kde:

V.4 je alveolarna ventilacia

V't je dychovy objem

Vb je objem mitveho priestoru

fje frekvencia dychania

Alveolarna ventilacia je nepriamo Uimernd arteridlnemu parcidlnemu tlaku oxidu uhli¢itého.
Pokles alveolarnej ventilacie vedie k retencii CO: a rozvoju hyperkapnie, zatial’ ¢o jej zvySenie
vedie k poklesu P.CO.. Hyperkapnia je dosledkom nedostatocnej alveoldrnej ventilacie
vzhl'adom na produkciu CO:. Hypokapnia vznika pri jej nadmernom zvyseni. Arteridlny P.CO:
je preto zakladnym funkénym ukazovatelom alveoldrnej ventilacie a predstavuje zaklad
hodnotenia respiracnej insuficiencie typu II (hyperkapnickej respiracnej insuficiencie).
Ide o stav, pri ktorom nedostatocnd alveolarna ventilacia vedie k zvySeniu P,CO: nad priblizne

6,0 kPa (45 mmHg), pricom hyperkapnia byva €asto sprevadzana aj hypoxémiou.
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1.2.5 Mfttvy priestor dychacich ciest

Miftvy priestor predstavuje objem dychacieho systému, ktory sa sice ventiluje, ale nepodiel’a sa
na vymene plynov medzi alveolarnym vzduchom a krvou. Z fyziologického hladiska
rozliSujeme anatomicky, alveolarny a fyziologicky mftvy priestor. Anatomicky mftvy priestor
zahfna dychacie cesty od nosovej dutiny az po termindlne bronchioly, kde nedochadza k diftizii
plynov. Alveolarny miftvy priestor predstavuje alveoly, ktoré su ventilované, ale nie st
dostatocne perfundované, a preto sa na vymene plynov nepodielaji efektivne. Sucet
anatomického a alveoldrneho mftveho priestoru sa oznacuje ako celkovy (funkény) mitvy
dychovy priestor.

Za fyziologickych podmienok je alveolarny mftvy priestor minimalny, takze celkovy mftvy
priestor sa priblizne rovna anatomickému. Zmena vel'kosti mftveho priestoru mé priamy vplyv
na alveolarnu ventildciu, pretoze ¢ast’ kazdého dychu sa vyuzije len na ventilaciu tychto oblasti
bez prinosu k vymene plynov. Zvysenie mftveho priestoru vedie k znizeniu efektivity ventilacie
a moze sa prejavit’ retenciou oxidu uhli¢itého, ak nie je kompenzované zvysenim dychového
objemu alebo frekvencie dychania. Mftvy priestor tak predstavuje dolezity faktor urcujuci
skuto¢nt G¢innost’ ventilacie, priCom jeho vyznam sa zvyraziluje najméd v patologickych
stavoch, pri ktorych dochddza k poruche perfuzie alebo ventilacie jednotlivych casti pl'icneho
parenchymu.

Zvysenie celkového mftveho priestoru je typické pre poruchy ventilacie/perfuzie, napriklad pri
plicnej embolii alebo akutnom respira¢nom zlyhani. ZvySeny podiel mftveho priestoru je

spojeny s horSou prognoézou pri ARDS.

1.2.6 Funk¢ny vyznam ventilacie

Ventil4cia vytvara podmienky na vymenu dychacich plynov medzi alveoldrnym plynom a
krvou v plucnych kapilarach. Efektivnost’ tejto vymeny zavisi od vzdjomného vztahu
alveolarnej ventilacie a pl'icnej perfuzie. Ventildciu je preto potrebné hodnotit’ aj v kontexte
ventilaéno-perfiizneho pomeru (Va/Q), pretoze samotna hodnota minttovej ventilacie (V)
alebo alveolarnej ventilicie (Va) neposkytuje uplni informiciu o efektivnosti vymeny
dychacich plynov.

Alveolarna ventilacia vyznamne ovplyvituje parcidlne tlaky CO. a O v alveolach. Ak je
alveolarna ventilacia nedostatocna vzhl'adom na metabolick produkciu CO2, PACO: stlipa a
CO: sa hromadi v organizme. Sucasne dochadza k poklesu PAO-. Naopak, zvySenie alveolarnej

ventilacie vedie k poklesu PACO: a vzostupu PAOs.
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Vysledna vymena dychacich plynov vSak nezavisi iba od velkosti alveolarnej ventilacie.
Pre efektivny prestup O: z alveol do krvi a CO: z krvi do alveol je nevyhnutné primerané
regionadlne zosuladenie alveolarnej ventilacie a pltcnej perfuzie. Poruchy ventilacno-
perfizneho pomeru preto moézu viest' k hypoxémii aj pri zachovanej celkovej alveolarnej
ventilacii.

Ventil4cia tak predstavuje dynamicky proces, ktory sa prispdsobuje metabolickym ndrokom
organizmu a v sucinnosti s placnou perfuziou a difiziou zabezpecuje udrZiavanie

fyziologickych parcialnych tlakov Oz a CO..
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1.3 Ventilacia-perfuzia

Efektivna vymena dychacich plynov vyzaduje primerany vzt'ah medzi alveolarnou ventilaciou
(Va) a placnou perfiziou (Q). Tento vztah vyjadruje ventilaéno-perfiizny pomer (Va/Q).
Ked'ze ventilacia a perfizia nie si v plicach rozlozené rovnomerne, hodnoty Va/Q sa medzi
jednotlivymi oblastami plic liSia. Porucha ich vzajomného pomeru moéze viest’ k zhorSeniu

vymeny Oz a CO: aj pri zachovanej celkovej ventilacii a perfuzii.

1.3.1 Definicia VA/Q a fyziologické vychodiska

Pre vymenu plynov je dolezita alveolarna ventilacia, nie celkova minttova ventilacia, pretoze
Cast’ kazdého dychu ventiluje anatomicky miftvy priestor. Perfuzia je prietok krvi plicnym
kapilarnym rie¢iskom dostupnym pre vymenu plynov. Ak berieme do vahy, ze alveolarna
ventilacia je priblizne 4 1/min a prietok plicnym rie¢iskom okolo 5 I/min, pomer Va/Q sa
u zdravého dospelého pohybuje okolo 0,8. Tento pomer nie je v plucach uniformny.
Aj u zdravého ¢loveka existuje regiondlna variabilita, najma v dosledku gravitacie, rozdielne;j
mechaniky alveol a rozdielnych tlakov v pl'icnom cievnom riecisku.

- Ak je ventilacia a perfuzia dokonale vyvazena (Va/Q = 1), alveolarne parcialne tlaky sa
priblizuju idealnym hodnotam pre efektivnu vymenu plynov.

- Ak sa pomer zvySuje (ventildcia prevySuje perfuziu), alveolarny PO: stipa a PCO:
klesa, alveoly st dobre ventilované, ale nedostato¢ne prekrvené. Vymena plynov je
neefektivna, vznika tzv. alveolarny mftvy priestor.

- Ak sapomer znizuje (perfizia prevysuje ventilaciu), alveolarny PO: klesé a PCO: stupa.

Alveolarne kapilary su dobre perfundované, ale privod vzduchu je nedostatocny.

1.3.2 Ventilacia-perftzia: od ,,mftveho priestoru® po ,,shunt

Pre pochopenie patofyzioldgie syndromu akutnej respiracnej tiesne a moznosti surfaktantovej
terapie je nevyhnutné objasnit’ poruchy ventilacno-perfiznych vztahov. V zavislosti od pomeru
alveolarnej ventilacie a perfiizie mozno rozlisit’ oblasti s nizkym alebo vysokym Va/Q, pricom
ich hrani¢né stavy predstavuju intrapulmonalny skrat (shunt) a alveoldrny mftvy priestor.
Va/Q — oo (ventilacia bez perfuzie): alveola je ventilovana, ale nepreteka fiou krv; funkéne sa
sprava ako alveolarny mftvy priestor. Typicky vznik4 pri obstrukcii v pl'icnom riec¢isku (napr.

pri pl'icnej embolii) alebo v situécii, ked’ alveoldrny tlak prevysuje tlak v kapilarach.
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Va/Q — 0 (perfizia bez ventilacie): krv pretekd oblastou, ktora nie je ventilovana; ide
o skratovy (shuntovy) typ poruchy. Pri tomto funkénom pravo-lavom skrate preteka ven6zna
krv z pravej komory neventilovanymi oblastami plic bez u€innej vymeny plynov a nasledne
sa cez plicne zily dostava do l'avej predsiene, kde sa miesa s oxygenovanou krvou z normélne
ventilovanych oblasti pl'ic (vendzna primes). Tym dochadza k zniZeniu oxygenécie arterialnej
krvi. Klinicky je dolezité, Zze hypoxémia pri skrate sa tazsSie koriguje zvySenim FiO: nez
hypoxémia pri izolovanom Va/Q nepomere. V praxi sa pri rozliovani tychto mechanizmov
hodnoti najmi odpoved’ oxygenacie na zvysenie FiO., pricom analyza alveolarneho PO: a
alveolo-arterialneho gradientu O poskytuje dopliiujliice informécie.

V klinickej praxi sa mrtvy priestor a skrat zriedkavo vyskytuju ako samostatné formy poruchy
vymeny dychacich plynov. Véc&sina patologickych stavov je charakterizovand poruchou
ventilaéno-perfiznych vzt'ahov, pri ktorej sa v pl'icach sucasne vyskytuji oblasti s rozdielnymi
hodnotami Va/Q. Ventilaéno-perfuzny nepomer (Va/Q mismatch) predstavuje jeden

z hlavnych mechanizmov vzniku hypoxémie pri mnohych plicnych ochoreniach (obr. 3).

Skratova perfuzia Normalny stav Ventilacia mftveho
Perfazia bez Perfazia a priestoru
ventilacie ventilacia

Alveola Vzduch
Co; O,
Kapildra
Neefektivna perfuzia Vymena plynov medzi Neefektivna ventilacia
(napr. obstrukcia dychacich kapilarou a alveolou a (napr. pltcna embodlia,
ciest, zapal pltc) okysli¢ovanie krvi kardiogénny $ok)
Nizke Va/Q Va/Q =08 Vysoké Va/Q

Nula

Obrizok 3 Schéma zndzoriuje ventilacno-perfiizny pomer (Va/Q) v troch situdcidach: skratova perfiizia (nizke
V4/Q), normalny stav (Va/Q = 0,8) a ventilicia mitveho priestoru (vysoké Va/Q). Obrazok ilustruje, ako nesiilad
medzi ventilaciou a perfiiziou vedie k neefektivnej vymene plynov a nedostatocnej oxygendcii krvi (vlastné
spracovanie Mikolka P., 2026).

Hypoxémia pri ventilatno-perfuznom nepomere vznikd najmd v dosledku nedostatocnej
oxygenacie krvi v placnych jednotkich s nizkym Va/Q. Oblasti s vysokym Va/Q nedokazu

tento deficit plne kompenzovat’, pretoze hemoglobin v krvi pretekajticej dobre ventilovanymi
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alveolami je uz takmer maximélne saturovany kyslikom. Dalsie zvySenie alveoldrneho a
kapilarneho PO: preto vedie len k malému zvySeniu mnoZzstva O2 viazaného na hemoglobin.
Celkovy obsah kyslika v arterialnej krvi je tvoreny prevazne kyslikom viazanym na hemoglobin
a iba malou cast’'ou kyslika fyzikalne rozpustené¢ho v plazme. Za fyziologickych podmienok je
viac ako 98 % kyslika v krvi transportovanych vo védzbe na hemoglobin, zatial’ co fyzikélne
rozpusteny O2 predstavuje len malu East’ jeho celkového obsahu. V oblastiach s vysokym Va/Q
preto ani vyraznej$i vzostup PAO:2 nezvysSuje celkovy obsah kyslika v arteridlnej krvi natol’ko,
aby kompenzoval znizeny obsah kyslika v krvi pritekajiicej z oblasti s nizkym Va/Q. Tento jav
stvisi so sigmoidnym tvarom disociacnej krivky oxyhemoglobinu, ktorej horna cast’ je pri
vyssich hodnotach PAO: relativne plocha.

Na rozdiel od oxygenacie je eliminacia CO:2 vo v§eobecnosti menej citlivd na mierny az stredne
zavazny nepomer Va/Q. CO. ma vysoku difiznu schopnost’ a vztah medzi jeho parcidlnym
tlakom a celkovym obsahom v krvi je v relevantnom fyziologickom rozsahu linearnejsi nez pri
O:. Navyse zvySena ventilacia zachovanych plucnych jednotiek méze kompenzovat’ znizent
eliminaciu CO: z oblasti s nizkym Va/Q. P,CO: preto moZe zostat’ normalny alebo byt dokonca
znizeny aj pri vyznamnej poruche V/Q. Hyperkapnia sa zvy&ajne rozvija az vtedy, ked
kompenzaéné zvySenie alveolarnej ventildcie nesta¢i na eliminaciu metabolicky

produkovaného COs..

1.3.3 Regionalna distribucia ventilacie a perfizie

V stoji sa ventilacia aj perfuzia zvySuji smerom od apexu k baze pl'ic, pricom gradient perfuzie
je vyraznejsi ako gradient ventilacie. VysSia ventilacia bazalnych oblasti suvisi s tym, ze
alveoly su tu pri funkénej rezidualnej kapacite menej rozopnuté, a preto sa pri nadychu viac
rozpinaji nez alveoly v apikalnych oblastiach. Ventila¢no-perfiizny pomer (Va/Q) je preto
vy$si v apikalnych a niz$i v bazalnych oblastiach pl'uc. Téato fyziologicka heterogenita vedie
k regionalnym rozdielom v alveoldrnych parcialnych tlakoch Oz a COa.

Regionalne rozdiely v plucnej perfuzii opisuje koncept Westovych zon plic, zaloZeny
na vzijomnom vztahu medzi alveolarnym tlakom (Pa), tlakom v plicnych artéridch (Ppa) a
tlakom v plucnych vénach (Ppy). Ich vzdjomné pomery uréuju charakter prietoku krvi
v jednotlivych oblastiach pltic. Tento koncept nadobiida osobitny vyznam pri zvySeni
alveolarneho tlaku, napriklad pocas ventildcie pozitivnym tlakom a pri pouziti PEEP, alebo pri
poklese plicneho perfuzneho tlaku. Za tychto okolnosti méze dojst’ k redukcii perfizie

ventilovanych alveol a k zvySeniu alveolarneho mftveho priestoru.
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Rozdiel medzi alveoldrnym a arteridlnym PO. (A—a gradient) je ddlezitym ukazovatelom
poruchy vymeny plynov. Zvyseny A—a gradient poukazuje najméd na poruchu ventila¢no-
perfuznych vztahov, skrat alebo poruchu difuzie, zatial ¢o normélny A-—a gradient pri
hypoxémii sa typicky vyskytuje pri alveolarnej hypoventilacii alebo pri znizenom parcidlnom
tlaku kyslika vo vdychovanom vzduchu, napriklad vo vysokej nadmorskej vyske. Tento

koncept umoziuje fyziologickl diferencidciu mechanizmov respiracnej insuficiencie.

1.3.4 Hypoxicka plicna vazokonstrikcia

Jednym z klai¢ovych kompenzaénych mechanizmov, ktorymi plica aktivne zlepsuji Va/Q, je
hypoxicka pl'icna vazokonstrikcia (HPV). Pri poklese alveolarneho PO: v urcitej oblasti pI'ic
dochadza k vazokonstrikcii malych plucnych artérii a arteriol, ¢im sa znizuje perfuzia
nedostatocne ventilovanych jednotiek a krv je presmerovana do lepSie ventilovanych oblasti.
HPV tak znizuje skratovl perfuziu a zlepsSuje celkovi oxygenaciu (obr. 4).

Hypoxickd plucna vazokonstrikcia je ovplyvilovand viacerymi faktormi ako FiOs,
acidoza/alkaldza, niektoré anestetika ¢i zapalové prostredie. Z klinického hl'adiska je dolezité,
ze pri difiznych plicnych procesoch (napr. rozsiahla pneumodnia alebo ARDS) moze byt HPV

nedostatocnd alebo heterogénna, o prispieva k pretrvavajlicej hypoxémii.
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Obrdazok 4 Schéma mechanizmu hypoxickej plicnej vazokonstrikcie. Znizeny parcialny tlak O: v alveolach
vyvolava vazokonstrikciu v prilahlom plicnom riecisku. Tym sa obmedzuje perfiizia nedostatocne ventilovanych
oblasti a prietok krvi sa smeruje do lepsie ventilovanych casti pluc, ¢im optimalizuje ventilacno—perfiizny pomer

(upravene podla Kumar, 2018).
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1.3.5 Klinické korelaty: mrtvy priestor, skrat a progndza

Zmeny ventilacie a perfizie, a tym aj ventilaéno-perfuzneho pomeru (Va/Q), sa priamo
premietaju do klinickych prejavov porich vymeny dychacich plynov.

Pri zvyseni podielu plucnych jednotick s vysokym Va/Q narastd alveolarny, a tym aj
fyziologicky mitvy priestor. Cast’ miniitovej ventilacie sa tak nepodiel’a efektivne na vymene
dychacich plynov a na udrzanie normalneho P.CO: je potrebné zvysenie celkovej minttovej
ventilacie. ZvySeny mftvy priestor preto predstavuje prejav neefektivnej ventilacie.

Naopak, zvyseny podiel jednotiek s nizkym Va/Q vedie predovietkym k hypoxémii. Krajnym
stavom je intrapulmonalny skrat, pri ktorom krv pretekd neventilovanymi alebo nedostatocne
ventilovanymi alveolami. S rasticim podielom skratu sa odpoved” hypoxémie na zvysenie FiO:
znizuje. Poruchy Va/Q sa klinicky odrazaju aj vo zvyseni alveolo-arteridlneho gradientu Oz a v
odpovedi na oxygenoterapiu.

Pri pl'icnej embolii vedie obmedzenie alebo prerusenie perfuzie ventilovanych oblasti k vzniku
jednotiek s vysokym Va/Q az k alveolarnemu mftvemu priestoru. Su¢asna redistribucia
prietoku krvi do nepostihnutych oblasti moZe vytvarat’ aj oblasti s nizkym Va/Q a prispievat
k hypoxémii. RozsiahlejSia obstrukcia plicneho cievneho rieCiska zaroven zvySuje plucnu
vaskularnu rezistenciu.

Priame hodnotenie regionalnej distriblicie Va/Q je metodicky naroéné, preto sa v klinickej praxi
vyuzivajii najmi nepriame ukazovatele. Ventilaéno-perfizna scintigrafia (V/Q scan) hodnoti
regionalnu distribticiu ventildcie a perfizie a vyuziva sa najmé v diagnostike pl'icnej embdlie.
U kriticky chorych pacientov poskytuju informacie o poruche vymeny plynov napriklad pomer
P.O2/FiO2, alveolo-arteridlny gradient O. a ukazovatele mftveho priestoru odvodené
z kapnografie a ventilacie. Tieto parametre vSak hodnotia rozdielne aspekty vymeny dychacich

plynov a samy osebe nepredstavuju priame meranie V/Q.

Ventila¢no-perfuzny vzt'ah predstavuje jeden zo zakladnych konceptov respiracnej fyziologie,
ktory prepdja alveolarnu ventildciu, placnu perfiziu a vymenu dychacich plynov. Urcita
heterogenita Va/Q je fyziologicky pritomna aj v zdravych plicach, pric¢om patologické stavy
ju mozu vyrazne prehlbovat’ a viest k poruchdm oxygendacie a pri zavaznejSich stavoch aj
eliminacie CO.. Porozumenie ventilaéno-perfuznym vzt'ahom, ich krajnym formam, skratu a
alveolarnemu mftvemu priestoru, regiondlnym rozdielom a kompenzac¢nej tlohe hypoxicke;j
plucnej vazokonstrikcie (HPV) tvori dolezity zaklad pre pochopenie mechanizmov

respiracného zlyhania
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1.4 Difazia plynov

Prenos kyslika z alveol do krvi a oxidu uhli¢itého opacnym smerom sa uskutociiuje difuziou
cez alveolokapildrnu membranu. Tento proces je ovplyvneny jej Struktirou a fyzikalnymi
vlastnost’ami. Difuzia plynov predstavuje spojovaci mechanizmus medzi ventilaciou, perfuziou
a vyslednym zlozenim arteridlnej krvi.

Diftizia zévisi od efektivnej plochy dostupnej na vymenu plynov, hrubky a Struktury
alveolokapildrnej membrany, dizky kontaktu krvi s alveolarnym plynom, ako aj od vlastnosti
jednotlivych plynov. Tieto faktory sa vo fyziologickych aj patologickych podmienkach

navzajom kombinuju a podiel’aju sa na vzniku hypoxémie.

1.4.1 Fickov zakon a determinanty diftzie
Difuzia plynu cez alveolokapildrnu membranu sa riadi Fickovym zakonom. Difuzny tok plynu
(mnoZzstvo plynu prestupujiceho za jednotku ¢asu) je priamo umerny ploche membrany a
rozdielu parcidlnych tlakov na oboch stranich membrany a nepriamo umerny hrubke
membrany. V zjednodusSenej podobe mozno vztah vyjadrit’:

Vgas =AX D x (P1—P2)/ T
kde:
Veas je mnozstvo plynu, ktoré prejde membranou za jednotku casu (napr. ml/min)
A je plocha difuznej membrany
D je diftzny koeficient plynu; ide o konstantu, ktord zavisi od rozpustnosti plynu v tkanive a
jeho molekulovej hmotnosti; uréuje schopnost’ difuzie plynu
P; — P;je rozdiel parcidlnych tlakov; plyn sa pohybuje z oblasti vysSieho tlaku (P1) do oblasti
nizsicho tlaku (P2)

T je hribka membrany; ¢im je membrana hrubsia, tym je difuzia pomalSia

Difuzny koeficient D nie je pre kazdy plyn rovnaky. V biologickych membranach je vyssi pre
plyny, ktoré st lepSie rozpustné v tkanive a tekutindch a nizsi pre plyny s vyS$Sou molekulovou
hmotnost'ou. Z toho vyplyva zasadny fyziologicky dosledok, ze oxid uhli¢ity ma v tkanivach
vyssiu difaznu schopnost’ nez kyslik, a preto poruchy difuzie typicky vedi najprv k hypoxémii,
zatial' ¢o hyperkapnia sa objavuje neskdr alebo pri kombinacii s hypoventildciou. Ak je
primarnym problémom difuzna bariéra (napr. zhrubnutie membréany), hypoxémia mdze byt
vyrazna, zatial' ¢o P.CO: sa mdze relativne dlho drzat’ na fyziologickych hodnotach vd’aka

vyssej difuznej schopnosti CO: a kompenzacnej hyperventilacii.
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1.4.2 Alveolokapilarna membrana
Alveolokapilarna membrana je funkéné rozhranie medzi alveoldrnym plynom a krvou
v pltcnych kapildrach. Jej zdkladnou tulohou je minimalizovat difuznu vzdialenost’ pri
suc¢asnom zachovani mechanickej integrity a bariérovej funkcie pl'ic (obr. 5).
Z fyziologického hladiska sa alveolokapilarna membrany sklada z viacerych vrstiev, ktoré
zahtiaja:

- surfaktantovl vrstvu

- alveolarny epitel

- intersticialny priestor

- kapilarny endotel

- vrstvu plazmy pri erytrocyte a samotny erytrocyt

Difuzia kyslika a oxidu uhli¢itého teda prebieha cez viaceré vrstvy, z ktorych kazda moze
ovplyvnit' vysledny difuzny odpor. Hribka membrény je za fyziologickych podmienok
minimalna, pricom efektivna vymenna plocha je vel'ka vd’aka vysokému poctu alveol a hustej
kapilarnej sieti.

Surfaktantova vrstva pritom nepredstavuje iba mechanickll sucast’ alveolarneho rozhrania.
Experimentdlne tdaje naznaCuju, ze organizované vrstvy plucneho surfaktantu moézu
urychlovat’ diftiziu O cez rozhranie vzduch — tekutina a tym prispievat’ k jeho transportu
smerom k alveolokapilarnej membréne.

Ak sa zvicsi obsah tekutiny v intersticiu a/alebo v alveolach, napriklad pri pl'icnom edéme,
zvacsi sa diftizna vzdialenost’ a difuzia O sa zhorSuje. Ak sa zmensi vymenna plocha, napriklad
pri destrukcii alveolarnych sept pri emfyzéme, difiizia je obmedzend aj pri nezmenenej hrabke

alveolokapilarnej membrany.

32



)| Alveolokapilarna membrana

neumocyty Il. typu Transport plynov
Alveolarny Pneumocyty I. typu Intersticium
priestor splynuté bazélne

9

Obrazok 5 Schematické znazornenie alveolokapilarnej membrany ako rozhrania medzi alveolarnym vzduchom a

Kapilara

krvou v plucnej kapilare (upravené podla Laniece AS., 2018).

1.4.3 Diflizna kapacita pl'ic
V klinickej a experimentalnej fyzioldgii sa difuzna schopnost’ pl'ic ¢asto vyjadruje pomocou
difuznej kapacity (D), ktord sicasne zohladiiuje vplyv plochy, hribky bariéry a vlastnosti
plynu. Dr udéva schopnost’ pl'ic vymienat’ plyny, predovsetkym kyslik a oxid uhli¢ity, medzi
alveolarnym vzduchom a krvou v pl'icnych kapilarach. Difuzna kapacita sa definuje ako pomer
toku plynu cez membranu k prislusnému tlakovému gradientu:

DL = Vgas / AP
kde:
Dy je difizna kapacita; vyjadruje vodivost’ (permeabilitu) membrany pre konkrétny plyn
Veas je mnozstvo plynu, ktoré prejde membranou za jednotku casu (napr. ml/min)
AP je tlakovy rozdiel, ktory je hnacou silou difuzie; rozdiel medzi parcidlnym tlakom plynu

v alveolach a v kapilarnej krvi

Pri kysliku je AP v praxi rozdiel medzi alveolarnym parcidlnym tlakom O: a priemernym
kapilarnym parcialnym tlakom O: pozdiz kapilary, ¢o je dovod, pre¢o je priame meranie Dy, pre
O:2 narocné. Z praktickych dovodov sa v klinike pouziva meranie difuznej kapacity pre CO
(DLCO), pretoze CO sa za Standardnych podmienok viaZze na hemoglobin s velkou afinitou a
jeho kapilarny parcialny tlak zostdva prakticky nulovy, ¢im sa zjednoduSuje interpretacia.
Znizena DLCO mdze odrazat’ zmenSenie plochy pre difiziu, zvacSenie hrubky bariéry, pokles
objemu krvi v kapildrach alebo pokles koncentracie hemoglobinu. Na zaklade toho DLCO
umoziuje rozlisit’ typy pltcnych ochoreni.

Celkova diftzna kapacita pl'ic nezavisi iba od prestupu plynu cez alveolokapilarnu membranu,

ale aj od jeho naslednej vizby na hemoglobin v plicnej kapilarnej krvi.
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- Membréanova zlozka zavisi najmé od plochy a hrubky alveolokapildrnej membrany a
od fyzikalno-chemickych vlastnosti dané¢ho plynu.
- Reak¢na zlozka zavisi od mnozstva hemoglobinu, objemu krvi v kapildrach, rychlosti

chemickej vidzby plynu a tiez tlakového gradientu plynov

Z toho vyplyva, Ze diftizia nie je len pasivny prestup plynu cez tkanivo; najmé pri O vyznamne
zavisi aj od rychlosti, akou je O: z plazmy viazany na hemoglobin, ¢o udrziava koncentracny

gradient.

1.4.4 Vyznam hribky a plochy alveolokapilarnej membrany pri difazii plynov
Fickov zakon ukazuje, ze difuzia je mimoriadne citlivd na pomer medzi plochou difiznej
membrany (A) a jej hrubkou (T). Za fyziologickych okolnosti je preto snaha o zachovanie ¢o
najvicsej difuznej plochy a ¢o najkratSej diftiznej drahy, t.j. Co najtenSej alveolokapilarnej
membrany.

Délezitym faktom je, Ze diftizia je najcitlivejSia na zmeny membrany v podmienkach, ked’ je
gradient pre Oz znizeny (napr. nizkom alveolarnom PA0O-). Vtedy aj malé zvysenie difizneho
odporu méze viest’ k vyznamnému poklesu arteridlneho P,O-.

Diftzia plynov v plucach nie je iba otdzkou alveolokapilarnej membrany. V praxi je
rozhodujtce, aby bola vymenna plocha skutocne dostupnd, aby alveoly zostali otvorené,
rovnomerne ventilované a aby sa minimalizovala tendencia ku kolapsu alveol najmai pri nizkych
pl'tcnych objemoch.

Ak dochédza ku kolapsu alveol alebo k opakovanému otvéaraniu a zatvaraniu alveolarnych
jednotiek, plocha pre difiziu sa zmenSuje a regionalna distribucia ventilacie sa zhorSuje. Tym
sa sekunddrne zhorSuju aj difizne podmienky a ventila¢no-perfuzne pomery. Stabilita
alveolarnej jednotky je preto nepriamym, ale zasadnym predpokladom efektivnej diftizie

plynov.

1.4.5 Prenos plynov limitovany z hl'adiska difuzie alebo perfuzie

Pri prenose plynov cez alveolokapilarnu membranu rozliSujeme dva typy portch:

1. Prenos limitovany diftziou
Ak sa kapildrny parcidlny tlak plynu pocas prechodu plicnou kapilarou nevyrovna jeho

alveolarnej hodnote, ide o transport limitovany diftiziou. Limitujicim faktorom je schopnost’
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plynu prestipit’ cez alveolokapilarnu membranu v dosledku zmeny jej vlastnosti, zmensenia
plochy na vymenu plynov alebo nizkeho tlakového gradientu.

Typickym prikladom je oxid uhol'naty (CO), ktory sa silno viaze na hemoglobin, a preto si
udrziava nizky kapilarny parcidlny tlak. Transport kyslika méze byt diftzne limitovany pri
zhrubnuti membrany, vyraznom zmenseni jej plochy alebo skrateni Casu kontaktu krvi
s alveolarnym plynom.

To vysvetluje zvyraznenie hypoxémie pri ndmahe, ked’ sa v dosledku zrychleného prietoku
krvi skracuje ¢as na dosiahnutie rovnovahy medzi alveolarnym a kapildrnym parcidlnym

tlakom kyslika.

2. Prenos limitovany perfuziou

Pri prenose limitovanom perfuziou sa parcialny tlak plynu v kapilarnej krvi rychlo vyrovna jeho
alveolarnemu parcidlnemu tlaku. Po dosiahnuti rovnovahy zanika tlakovy gradient potrebny na
dalsiu difaziu. Celkové mnozstvo prenesené¢ho plynu preto zavisi od privodu novej, este
neekvilibrovanej krvi do pltcnych kapilar. ZvySenie perfuzie obnovuje tlakovy gradient a
zvysuje celkovy prenos plynu.

Za fyziologickych podmienok je transport kyslika prevazne zavisly od perfuzie, pretoze
rovnovaha medzi alveolarnym a kapilarnym parcidlnym tlakom kyslika sa v pokoji dosahuje

priblizne v prvej tretine plicnej kapilary.
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1.5 Povrchove napitie v alveolach

Efektivna vymena plynov v plicach predpoklada existenciu stabilnej alveolarnej Struktury,
ktora poskytuje velkt difiznu plochu pri minimalnej difiznej vzdialenosti.

Vnutorny povrch alveol je pokryty tenkou vrstvou tekutiny, ktora je dolezitd pre integritu
epitelu a spravnu diftziu plynov a ktora je v kontakte s alveoldarnym vzduchom. Na rozhrani
vzduch — tekutina vznika povrchové napitie, ktoré ma tendenciu minimalizovat’ plochu povrchu
a tym podporovat’ kolaps alveol. Z fyzikalneho hl'adiska je povrchové napdtie dosledkom sil
pdsobiacich medzi molekulami tekutiny. Vo vnutri kvapaliny sa molekuly vody pritahuji
vSetkymi smermi priblizne rovnako a suma tychto sil sa rovna nule. Na hranici medzi tekutinou
a vzduchom/plynom vyvijaji molekuly vody silnejsi t'ah, ako vyvijaju molekuly susediaceho
plynu. V désledku toho st molekuly na povrchu tekutiny sustavne vtahované dovnttra fazy a
tato tendencia spdsobuje zmensovanie povrchu dovtedy, kym nenadobudne najmensiu moznu
plochu. V alveole tento mechanizmus generuje tlak, ktory posobi proti rozvinutiu alveolarne;j
Struktary. Tento tlak prispieva k elastickej retrakcii pltc, teda k ich tendencii zmensovat’ svoj

objem.

1.5.1 Povrchové napitie ako stucast’ retrak¢nej sily plic
Elasticka retrakcia pl'uc je vysledkom:
1. elasticity pl'icneho parenchymu, ktora je dand Strukturou kolagénovych a elastickych
vlakien v alveolarnych septach

2. povrchového napitia alveolarnej tekutiny

Experimentalne sa preukézalo, ze ak sa pl'ica naplnia kvapalinou namiesto vzduchu, odstrani
sa rozhranie vzduch — tekutina a vyrazne sa redukuji povrchové sily. Poddajnost’ pl'ic sa tym
vyrazne zvysi. Na tlakovo-objemovej krivke sa to prejavi vyraznym zmensenim hysterézy a
strm$im priebehom krivky. Z uvedeného vyplyva, Ze povrchové napétie vyznamne prispieva
k elastickému spitnému t'ahu pl'ic a zvySuje pracu potrebnu na ich rozvinutie. Vyznamna cast’
prace vykonanej pocas nddychu preto neslizi iba na prekonanie elastickych vlastnosti pl'icneho

tkaniva, ale aj povrchovych sil vznikajicich na rozhrani vzduch — tekutina v alveoléch.
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1.5.2 Laplaceov zékon a tlak v alveole

Vplyv povrchového napitia na tlak v alveole mozno vyjadrit’ pomocou Laplaceovho zdkona,

ktory pre sféricku Struktaru vyjadruje vztah medzi tlakom, povrchovym napétim a polomerom:
P=2T/r

kde:

P je tlak potrebny na udrzanie otvorenej alveoly

T je povrchové napdtie

r je polomer alveoly

Laplaceov zékon predstavuje zjednoduseny fyzikdlny model, pretoze alveoly nie su izolované
sférické Struktary, ale su mechanicky prepojené v rdmci plicneho parenchymu. Pri
konStantnom povrchovom napiti vyzaduju mensie alveoly na stabilizaciu vyssi tlak nez vicsie
alveoly (obr. 6). Vzniknuty tlakovy gradient podporuje presun plynu z mensich alveol
do vécsich a vedie k postupnému kolapsu mensich alveoldrnych jednotiek. Désledkom je

zniZenie efektivnej plochy na vymenu plynov a zvySenie heterogenity ventilécie.

O GO
Alveoly Pg ZT / 7 Alvsioly

bez
surfaktantu surfaktantom

Obrazok 6 Laplaceov zakon. Tlak (P) vo vnutri gule je priamo timerny napdtiu (T) v stene a nepriamo umerny
polomeru gule (r) (upravené podla Yahya S. et al., 2023).

1.5.3 Objemova zavislost’ a dynamika pocas dychového cyklu

Dynamika poc¢as dychového cyklu problém tlakového gradientu este zvyraziuje. Pocas exspiria
dochadza k poklesu alveolarneho objemu a zmenseniu polomeru alveoly. Ak by bolo povrchové
napdtie nemennég, tlak potrebny na udrzanie alveoly otvorenej by sa podl'a Laplaceovho zakona
zvySoval. To by znamenalo vyrazny narast tendencie ku kolapsu prave pri nizkych objemoch,

teda v oblasti funk¢nej rezidudlnej kapacity.
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Pocas inspiria je situdcia opacnd, nakolko rastie polomer alveoly a tlak potrebny na jej
stabilizaciu by mal klesat’. Mechanika alveoly by tak bola vyrazne nelinearna a energeticky

narocna.

Tlakovo-objemova krivka

Uvedené fyzikalne suvislosti sa odrazaji v tvare tlakovo-objemovej krivky pl'ic. Vztah medzi
transpulmonalnym tlakom a pl'icnym objemom nie je linearny (obr. 7). Pri nizkych objemoch
je poddajnost’ pI'ic nizka a relativne velké zvySenie tlaku vedie len k malému nérastu objemu.
Tento usek krivky zodpoveda faze, v ktorej je potrebné prekonat’ otvaraci tlak Ciastocne
uzavretych alebo nestabilnych alveolarnych jednotiek (alveolarny recruitment). Povrchové
napitie tu predstavuje vyznamnu zlozku elastického odporu a je dominantnym faktorom
limitujiicim rozvinutie pluc pri nizkych objemoch.

V strednom rozsahu objemov sa krivka stava strmSou, poddajnost’ je vysSia a ventilacia
energeticky efektivnejSia. Vécsina alveol je otvorend, UCinok surfaktantu je optimalny a
relativne malé zvySenie tlaku vedie k vyraznejSiemu narastu objemu. Pri vysokych objemoch
sa krivka opdt’ splostuje, pretoze dochédza k napinaniu elastickych a kolagénovych Struktir
parenchymu, ¢o zvySuje tkanivové napitie a znizuje poddajnost. Tvar tlakovo-objemove;j
krivky je teda vysledkom kombinécie elastickych vlastnosti plicneho tkaniva a objemovo
zavislych zmien povrchového napitia alveol.

Charakteristickym znakom tlakovo-objemovej krivky je hysteréza, teda rozdiel medzi
inspiracnou a exspiratnou vetvou krivky (obr. 7). To znamend, ze pri rovnakom
transpulmonalnom tlaku je objem pl'ic po€as exspiria va¢si nez pocas inspiria. Tlak potrebny
na dosiahnutie ur¢itého objemu je pocas inspiria vyssi nez tlak potrebny na jeho udrzanie pocas
exspiria. Pocas inspiria je potrebné prekonat’ otvaraci tlak na rozvinutie kolabovanych alebo
nestabilnych alveolarnych jednotiek. V tejto faze je poddajnost’ nizSia a Cast’ prace pocas
nadychu sa vyuziva na prekonanie sil generovanych povrchovym napétim. Po otvoreni alveol
je v8ak tlak potrebny na udrzanie objemu nizsi, pretoZze molekuly surfaktantu sa pri zmensovani
povrchu pocas exspiria koncentruju a znizuji povrchové napitie. Poddajnost’ pocas exspiria je
preto vécsia ako pocas inspiria. K rozdielu medzi ramenami krivky prispievaju aj viskoelastické
vlastnosti parenchymu a tzv. relaxacia napétia, pri ktorej Cast’ energie vloZenej do natiahnutia

tkaniva nie je okamzZite uvol'nena ako retrak¢na sila.
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Obrazok 7 Tlakovo-objemova krivka demonstrujuca plicnu hysterézu. Znazornuje vztah medzi zmenou
transpulmonalneho tlaku a dychovym objemom pliic pocas inspiria a exspiria. Krivka pocas inspiria ma odlisny
priebeh nez krivka pocas exspiria, ¢im vznika uzavreta krivka — hysteréza (upravené podla Kumar R., 2018).

Hysteréza tlakovo-objemovej krivky poukazuje na rozdielne mechanické spravanie plic pocas
rozpinania (inflacie) a zmenSovania ich objemu (deflacie). Podiel'aji sa na nej dynamické
zmeny povrchového napitia, viskoelastické vlastnosti pl'icneho tkaniva a postupné otvéaranie a

uzatvaranie alveol pocas dychového cyklu.

1.5.4 Povrchové napitie a dychové praca

Povrchové napétie priamo zvySuje pracu potrebnil na ventildciu. Plocha uzavretd tlakovo-
objemovou sluckou pocas dychového cyklu vyjadruje mechanicki energiu rozpylenu
(disipovant) v dosledku hysterézy respiracného systému. Ak je potrebné generovat vyssi
transpulmonalny tlak na rozvinutie alveol, zvySuje sa energeticka narocnost’ inspiria.

Pri absencii regulaéného mechanizmu by bolo dychanie vyrazne naro¢nejsie, najmé pri nizkych
plucnych objemoch. To by bolo fyziologicky neefektivne a neudrzateI'né, najma
u novorodencov, vzhl'adom na maly polomer ich alveol, alebo pri ochoreniach znizujticich

poddajnost’ pltc.

1.5.5 Dosledky alveolarnej nestability
Kolaps alveol vedie k zmenSeniu diftiznej plochy, ¢o podl'a Fickovho zdkona vedie k poklesu
difuzie kyslika. Sucasne vznika oblast’ s perfuziou bez ventildcie, ¢im sa zvySuje podiel

funkéného skratu (shunt-like jednotka) a zhorSuje sa ventilaéno—perfuzny pomer. Opakované
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otvaranie a zatvaranie alveolarnych jednotiek navySe zvySuje heterogenitu ventildcie a
podporuje regiondlny ventilatno-perfizny nepomer a moze prispievat k mechanickému
poskodeniu parenchymu. Stabilita alveol je preto zdkladnym predpokladom rovnomerne;j
distribucie ventilacie a zachovania efektivnej vymeny plynov. Z toho vyplyva, ze povrchové

napitie neovplyviiuje len mechaniku, ale nepriamo aj diftiziu a ventilacno—perfuzny pomer.

Ak by alveolarny povrch bol vystaveny nekontrolovanému povrchovému napétiu, pl'ica by boli
mechanicky nestabilné, alveoly by mali tendenciu kolabovat’ pri nizkych objemoch a dychova
praca by sa musela vyrazne zvySovat’.
Z fyzikdlnych principov preto vyplyva, Ze dychaci systém musi disponovat’ mechanizmom,
ktory:

- znizuje povrchové napitie

- moduluje jeho hodnotu v zavislosti od alveolarneho objemu

- stabilizuje alveoly roznych vel'kosti

- minimalizuje energetické naroky ventilacie

Takyto stabilizatny mechanizmus v alveolach predstavuje plicny surfaktant, ktory pokryva
rozhranie medzi vzduchom a tekutinou na alveolarnom povrchu. Jeho hlavnou tlohou je
znizovat’ povrchové napitie, ¢im prispieva k stabilite alveolov, zniZzuje pracu potrebni
na dychanie a obmedzuje ich tendenciu ku kolapsu, najmé na konci exspiria. Vd'aka svojim
Specifickym biofyzikdlnym vlastnostiam dokaze surfaktant dynamicky reagovat’ na zmeny
alveolarneho povrchu pocas dychacieho cyklu. Nasledujuca kapitola sa preto podrobnejsie

venuje jeho zloZeniu, molekularnej organizacii a funkcii v alveoldrnom prostredi.
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2 Pl'icny surfaktant

Ako sme uviedli v predchadzajucej kapitole, objemovo zavisla reguldcia povrchovych sil je
zakladom normalnej mechaniky dychania. Tuto reguldciu zabezpecuje plucny surfaktant,
Specializovany povrchovo aktivny systém lokalizovany na rozhrani vzduch — tekutina
v alveolach. Jeho primarnou funkciou je reguldcia povrchového napétia. Z hl'adiska mechaniky
dychania ide o kI'i€ovy faktor stability alveolarnej Struktury, poddajnosti pI'ic a energetickej
narocnosti ventilacie. Pri jeho nepritomnosti by povrchové napitie alveolarnej tekutiny
dosahovalo hodnoty blizke hodnotam vody, ¢o by viedlo k vyraznému zvySeniu retrak¢ne;j sily
pluc, k nestabilite malych alveol a ku kolapsu alveolarnych jednotiek pri nizkych ventila¢nych
objemoch.

V nasledujucich castiach kapitoly bude podrobne opisané molekuldrne zlozenie surfaktantu,
jeho biosyntéza a bunkové sekrécia, usporiadanie na alveolarnom povrchu a mechanizmy,

ktorymi zabezpecuje objemovo zavislu regulaciu povrchového napitia.

2.1 Historicky kontext a objav surfaktantu

Koncept povrchového napétia ako zasadného faktora mechaniky pl'ic vychéadza z fyzikalnych
principov spravania sa tekutin na rozhrani vzduch — tekutina. V prvej polovici 20. storo¢ia bolo
zname, ze na povrchu alveol sa nachadza tenka vrstva tekutiny a ze povrchové napétie tejto
vrstvy musi vyznamne prispievat’ k retrakénej sile pl'ic. Uz v roku 1929 Kurt von Neergaard
v experimente demonstroval, Ze retrakéna sila prevzduSnenych plic je vyrazne vysSia nez pri
ich naplneni tekutinou. Tym nepriamo ukazal, Ze vyznamna cast’ elastického odporu pl'ic
nepochadza zo samotného tkaniva, ale z povrchovych sil posobiacich na rozhrani vzduch —
tekutina. Ako bolo uvedené v predchédzajicej kapitole pri analyze tlakovo-objemovych
vztahov, eliminécia rozhrania vzduch — tekutina zdsadne meni mechanické spravanie pl'ac. Ak
je alveolarny priestor vyplneny tekutinou, povrchové sily na alveolarnom povrchu zanikaju a
tlakovo-objemova krivka sa vyrazne meni (poddajnost’ plic sa zvySuje a zmenSuje sa
hysteréza). Ak by povrchové napdtie na fazovom rozhrani vzduch — tekutina v alveolach
dosahovalo hodnoty typické pre ¢istil vodu, tlak potrebny na udrzanie alveol v otvorenom stave
by bol podla Laplaceovho zakona neprimerane velky, najméd pri alveolach s malym
polomerom. Ich mechanickéd stabilita by preto bola vyrazne narusena. Praca Kurta von
Neergaarda predstavovala prvy fyzikalny dokaz tlohy povrchového napitia v mechanike

dychania, hoci jej vyznam bol plne doceneny az o niekol’ko desat’roc¢i neskor.
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Klacovym posunom v 50. rokoch 20. storocia bolo experimentalne potvrdenie existencie
povrchovo aktivnej vrstvy na alveoldrnom rozhrani. Richard E. Pattle v roku 1955 poukazal
na pritomnost’ latky schopnej vytvarat’ mimoriadne stabilny povrchovy film a vyrazne znizovat’
povrchové napétie, ¢im prispel k vysvetleniu stability alveol. John A. Clements nasledne
pomocou kvantitativnych merani povrchového napitia charakterizoval dynamické vlastnosti
tejto vrstvy a ukézal, Ze povrchové napidtie sa meni v zavislosti od kompresie a expanzie
povrchového filmu. Experimentidlne merania pomocou Langmuirovej vani¢ky a neskor
v d’alsich desatrociach aj pomocou surfaktometra so zachytenou bublinou (CBS) ukazali, ze
pri zmenSeni povrchu alveol dochadza k vyraznému zniZeniu povrchového napitia, zatial’ ¢o
pri ich roztahovani sa povrchové napétie zvysuje.

Zasadny prelom nastal v roku 1959, ked’ Mary Ellen Averyova a Jere Mead preukdzali, Ze pl'uca
novorodencov so syndromom respiracnej tiesne (RDS) obsahuju vyrazne mensie mnozstvo
tejto povrchovo aktivnej zlozky. RDS, dovtedy oznacovany ako ,,hyaline membrane disease*,
sa tym prvykrat vysvetlil ako dosledok zlyhania alveoldrnej stability spdsobeny nedostatkom
surfaktantu. Z fyziologického hladiska tieto pozorovania potvrdili, Ze pri nedostatocnom
zniZeni povrchového napdtia malé alveoly vyzaduju vysoky otvaraci tlak, po€as exspiria maji
vyraznu tendenciu ku kolapsu a ich opakované otvaranie vedie k podstatnému zvySeniu
dychovej prace.

V nasledujtcich desatrociach sa experimentalny vyskum sustredil na detailnti analyzu zloZenia
a funkcie plticneho surfaktantu. Bengt Robertson vyznamne prispel k pochopeniu jeho
fyziologickej ulohy pri stabilizacii alveolarneho systému vyuzitim experimentalnych modelov
surfaktantove] insuficiencie. John A. Clements svojimi biofyzikdlnymi S§tidiami zasadne
prispel k charakterizacii povrchovych vlastnosti plucneho surfaktantu, zatial ¢o Tetsuro
Fujiwara neskor rozvinul koncepciu jeho substitiicie v klinickej praxi uspesnym zavedenim
exogénneho surfaktantu do lie€by novorodencov. Ich prace spolu s d’al§imi experimentalnymi
Studiami ukazali, Ze surfaktant nemozno chéapat’ len ako biochemickt zlozku alveolarneho
povrchu, ale ako funkény systém nevyhnutny pre mechanicku stabilitu pl'ic. Neskor$i vyvoj
syntetickych a polosyntetickych surfaktantov, ku ktorému popri Johnovi A. Clementsovi
(vynélezcovi prvého schvéaleného syntetického surfaktantu Exosurf) vyznamne prispeli Tore
Curstedt a Jan Johansson, roz$iril pochopenie molekularnych mechanizmov ucinku
surfaktantovych proteinov, najmi SP-B a SP-C. Tieto vyskumy zéaroven ukazali, ze stabilita
alveol nie je dana len samotnou pritomnost'ou surfaktantu, ale presnym usporiadanim jeho

molekul na alveolarnom povrchu.
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Historicky vyvoj vyskumu surfaktantu tak predstavuje modelovy priklad postupného
prepojenia fyziky, experimentdlnej fyzioldgie a klinickej mediciny. Od von Neergaardovych
mechanickych experimentov cez Clementsove merania povrchového napitia az po klinické
definovanie RDS Averyovou a Meadom sa postupne tvoril uceleny obraz pl'icneho surfaktantu

ako nevyhnutnej sucasti stabilného alveolarneho systému.
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2.2 Molekularne zloZenie pl'icneho surfaktantu

Pltceny surfaktant je vysoko organizovany lipoproteinovy komplex produkovany pneumocytmi
II. typu. Jeho ucinok je podmieneny presnym kvantitativnym pomerom lipidovych a
proteinovych zloZziek a ich usporiadanim do funkénych supramolekulérnych Struktar.

Z hladiska hmotnostného zlozenia tvori priblizne 85-90 % surfaktantu lipidova frakcia, zatial’
¢o proteinova zlozka predstavuje priblizne 10-15 % (obr. 8). Funkcéne vsak ide o vysoko
integrovany systém, v ktorom lipidy zabezpecuju primarnu biofyzikalnu aktivitu a proteiny
umoziuju rychlu adsorpciu, reorganizaciu a stabilitu surfaktantového filmu pocas dychového

cyklu.
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Obrazok 8 Zlozenie a molekuldarna organizacia plicneho surfaktantu(PS). (4) Relativne percento réznych
zloziek v PS; (B) reprezentativna struktura PS; (C) molekuldrne znazornenie surfaktantového proteinu (SP)-A;
(D) molekularne znazornenie SP-C; (E) molekularne zndzornenie SP-B; (F) molekularne znazornenie SP-D.
DPPC, dipalmitoylfosfatidylcholin; NL, neutralny lipid; PC, fosfatidylcholin; PG, fosfatidylglycerol; PL,
Jfosfolipid; SP, surfaktantovy protein (upravené podla Wang et al., 2021).

2.2.1 Lipidova zlozka surfaktantu
Lipidova frakcia predstavuje dominantnt Strukturalnu aj funkénu zlozku pl'icneho surfaktantu.

Jej hlavnou ulohou je zabezpecit’ znizenie povrchového napitia na rozhrani vzduch — tekutina
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v alveolach na hodnoty, ktoré umoziuju stabilitu alveol pocas celého dychového cyklu. Téato
schopnost’ vyplyva z pritomnosti presne regulovanej kombinacie lipidov s rozdielnymi
fyzikdlno-chemickymi vlastnostami, ktoré sa organizujit do dynamického a funkcne
adaptabilného systému.

Lipidy tvoria priblizne 85-90 % hmotnosti surfaktantu, pricom prevaznu €ast’, priblizne 75-80
% celkovej hmotnosti surfaktantu predstavuju fosfolipidy. Neutrdlne lipidy, predovsetkym
cholesterol, tvoria priblizne 5-10 %. ZvySok pripadd na minoritné lipidové zlozky vratane
lyzofosfolipidov a stopovych sfingolipidov. Takéto zloZenie je vyrazne odlisné od typickych
biologickych membran, ktoré obsahuji vyssi podiel nenasytenych fosfolipidov a vacsi obsah
cholesterolu. Surfaktant je teda Specializovanym lipidovym systémom optimalizovanym pre

funkciu na rozhrani dvoch faz.

Dominantné postavenie dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC)

DPPC tvori priblizne 40-50 % vSetkych fosfolipidov plicneho surfaktantu a predstavuje jeho
hlavny povrchovo aktivny lipid. Ide o fosfatidylcholin obsahujici dva plne nasytené
palmitoylové retazce (16:0/16:0). Absencia dvojitych vézieb umoznuje tesné laterdlne
usporiadanie molekul, ¢im sa DPPC vyrazne odliSuje od nenasytenych fosfolipidov s menej
pravidelnou organizaciou acylovych retazcov.

Pre jeho funkciu je vyznamnd aj relativne vysoka teplota fazového prechodu. Vdaka
kombinacii plne nasytenych acylovych retazcov a schopnosti vytvarat tesne usporiadané
lipidové $truktiry je DPPC kl'icovou zlozkou umoziujucou surfaktantovému filmu dosahovat’
vel'mi nizke hodnoty povrchového napétia pri kompresii.

Samotny DPPC vSak reaguje na dynamické zmeny alveolarnej plochy pomalSie a jeho
adsorpcia a rozprestieranie na rozhrani vzduch — tekutina st obmedzené. Preto jeho funkcia
zavisi od pritomnosti d’alSich fosfolipidov a hydrofébnych surfaktantovych proteinov, ktoré
zvySuju fluiditu filmu, podporuji adsorpciu a umoziuji jeho rychlu reorganizaciu pocas
dychového cyklu. DPPC tak poskytuje zaklad pre dosiahnutie vel'mi nizkeho povrchového
napitia, avSak jeho u€¢inok sa naplno prejavuje az v sti¢innosti s ostatnymi zlozkami surfaktantu.
Fazové spravanie DPPC a jeho uloha pri vzniku kondenzovanych lipidovych domén st

podrobnejsie opisané v kapitole 2.5.3.

Uloha nenasytenych fosfolipidov
Popri DPPC obsahuje surfaktant vyznamné mnozstvo nenasytenych fosfatidylcholinov a

d’alSich fosfolipidov, najmé fosfatidylglycerol, fosfatidylinozitol a fosfatidyletanolamin. Tieto
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molekuly maja nizSiu teplotu fazového prechodu a vyssSiu laterdlnu fluiditu. Ich pritomnost’
zabezpecuje, ze surfaktantovy film nie je rigidnou S$trukturou, ale dynamickym systémom
schopnym adaptacie pocas cyklickej kompresie a expanzie.

Fosfatidylglycerol (PG) ma velky vyznam pre funkciu surfaktantu a zdroven je zaujimavy
z vyvojového hl'adiska. Jeho koncentracia sa vyrazne zvySuje v neskorych Stadidch fetdlneho
vyvoja paralelne s dozrievanim alveolarnych buniek typu II. Pritomnost PG v amniovej
tekutine sa preto dlhodobo vyuZzivala ako spolahlivy biochemicky marker plicnej zrelosti
plodu. Z funkéného hl'adiska PG prispieva k stabilite a organizacii surfaktantového systému.
Ako anidénovy fosfolipid ovplyvituje elektrostatické interakcie v ramci lipidovej vrstvy a
podporuje tvorbu a stabilizaciu organizovanych extracelularnych Struktar surfaktantu, vratane
tubularneho myelinu. Sucasne zlepSuje interakciu fosfolipidovej matrice s hydrofobnymi
surfaktantovymi proteinmi (najmd SP-B a SP-C), ¢im podporuje spravnu reorganizaciu a

funkénu integritu surfaktantového filmu pocas dychového cyklu.

Cholesterol ako modulator mechanickych vlastnosti

Cholesterol tvori priblizne 5-10 % lipidovej frakcie surfaktantu. Plni regula¢nu ulohu, ktora
zavisi od koncentracie. Pri fyziologickych koncentraciach cholesterol prispieva k optimalizacii
tekutosti lipidovej vrstvy, ¢im zabranuje nadmernej rigidite kondenzovanych DPPC-domén.
Tym podporuje rovnovahu medzi stabilitou a flexibilitou filmu.

Pri zvysenom obsahu vSak cholesterol nariSa tesné¢ usporiadanie nasytenych fosfolipidov
(DPPC), ¢im obmedzuje tvorbu stabilnej kondenzovanej fazy pri kompresii povrchu (exspiriu)
a zhorSuje dynamické vlastnosti surfaktantu. Dodsledkom je zvySenie minimalne
dosiahnutel'ného povrchového napdtia a zhorSenie schopnosti surfaktantového filmu efektivne
reagovat’ na cyklické zmeny povrchu alveol po€as dychania. Experimentalne modely akttneho
poskodenia pl'ac ukézali, ze zmeneny pomer cholesterolu v surfaktante moze prispievat’ k jeho

funkcnej dysregulécii a predstavovat’ jeden z mechanizmov surfaktantovej dysfunkcie.

Funkény vyznam jednotlivych lipidovych zloziek sa naplno prejavuje v ich dynamickom
usporiadani na alveolarnom rozhrani pocas dychového cyklu. Fazové spravanie lipidov,
kompresia a opdtovné rozprestieranie surfaktantového filmu st podrobnejsie opisané v kapitole

2.5.
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2.2.2 Proteinova zloZka surfaktantu
Proteinovéa frakcia surfaktantu predstavuje priblizne 10 % jeho celkovej hmotnosti, avsak jej
funkény vyznam je ovela vacsi nez by naznacCoval kvantitativny podiel. Kym lipidy tvoria
zdkladni S$truktaru filmu a st zodpovedné za samotné zniZenie povrchového napitia,
surfaktantové proteiny zabezpecujui organizéciu, stabilitu, dynamiku a imunologicku ochranu
alveolarneho prostredia.
Proteinova zlozka surfaktantu plni tri zdkladné ulohy:

1. biofyzikalnu organizaciu lipidového filmu (SP-B, SP-C)

2. stabilizaciu a dynamiku poc¢as dychového cyklu

3. imunologicku ochranu alveolarneho prostredia (SP-A, SP-D)
Boli identifikované Styri hlavné surfaktantové proteiny: SP-A, SP-B, SP-C a SP-D. Z
funkéného hl'adiska sa delia na dve skupiny:

- hydrofilné proteiny (SP-A, SP-D) — zapojené najmé do vrodenej imunity a reguldcie

zapalu
- hydrofébne proteiny (SP-B, SP-C) — priméarne zodpovedné za biofyzikalne vlastnosti

surfaktantu

2.2.2.1 Hydrofilné surfaktantove proteiny
Na rozdiel od hydrofébnych surfaktantovych proteinov hydrofilné SP-A a SP-D neovplyviiuju

priamo povrchové napitie, ale su kl'icové pre imunitu a regulaciu zépalovej odpovede.

Surfaktantovy protein A (SP-A)
SP-A je najviac zastupeny surfaktantovy protein. Patri do rodiny kolektinov a obsahuje
kolagénovi doménu a lektinova doménu (viazucu karbohydrat). V extraceluldrnom priestore
sa organizuje do oligomérnych Struktur.
Medzi jeho funkcie patri:

- rozpoznavanie a vézba sacharidovych Struktir na povrchu mikroorganizmov

- opsonizicia patogénov

- moduldcia aktivity alveolarnych makrofagov

reguldcia tvorby tubuldrneho myelinu
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SP-A sa zaroven podiela na regulacii sekrécie surfaktantu pneumocytmi II. typu
prostrednictvom negativne] spétnej vdzby a moduldciou imunitnej odpovede prispieva

k udrziavaniu homeostazy alveoldrneho prostredia.

Surfaktantovy protein D (SP-D)

SP-D je Struktirne podobny SP-A a rovnako patri medzi kolektiny. Je vyznamny najmé pri
obrane proti virusovym a bakteridlnym patogénom. ViaZze sa na povrchové Struktiry
mikroorganizmov, podporuje ich fagocytézu a moduluje zépalovu odpoved'.

Hoci SP-D nema priamy vplyv na biofyzikalne vlastnosti surfaktantu, jeho loha je zdsadna pre

ochranu alveolarneho prostredia pred infekciou a zapalom.

2.2.2.2 Hydrofobne surfaktantové proteiny
Hydrofobne proteiny SP-B a SP-C st esencialne pre spravnu funkciu lipidovej zlozky. Bez ich

pritomnosti by samotné fosfolipidy neboli schopné vytvorit’ dostatocne stabilny a dynamicky

film.

Surfaktantovy protein B (SP-B)
SP-B je maly, silne hydrofobny protein vznikajlici proteolytickym spracovanim vécSieho
prekurzora (proSP-B) v lamelarnych telieskach pneumocytov II. typu. Patri do rodiny
sapozinovych proteinov a jeho tercidrna Struktira je stabilizovana disulfidovymi mostikmi.
Téato StruktGra mu umoZziiuje interagovat’ s lipidovymi membrdnami a modulovat ich
usporiadanie.
Z funk¢éného hl'adiska je SP-B nevyhnutny pre:

- transport fosfolipidov z multilamelarnych agregéatov na rozhranie vzduch — tekutina

- reorganizaciu lipidovych vrstiev pocas kompresie a expanzie

- tvorbu a stabilizaciu tubularneho myelinu

SP-B pdsobi ako ,,organizator lipidového systému. Umoziuje, aby sa lipidy spravne
preskupovali, prechddzali medzi vrstvami a rychlo sa zaradili do monovrstvy pocas kazdého
dychového cyklu.

Geneticky podmieneny deficit SP-B vedie k fatdlnemu respiracnému zlyhaniu u novorodencov
v dosledku zévaznej poruchy adsorpcie lipidov a nestability surfaktantového filmu, co

podciarkuje jeho nezastupitel'na tilohu pre spravnu funkciu pltc.

50



Surfaktantovy protein C (SP-C)

SP-C je extrémne hydrofoébny, maly protein, ktory v aktivnej forme tvori transmembranovy
a-helix stabilne asociovany s lipidovou dvojvrstvou. Jeho sekvencia je bohatd na hydrofébne
aminokyseliny, ¢o umoziuje pevné zakotvenie medzi lipidmi.

Hlavnou tlohou SP-C je podporovat’ rychlu adsorpciu a stabilitu filmu pocas dynamickych
zmien plochy. Pocas inspiria, ked” sa plocha rozhrania zva¢suje, SP-C napomaéha redistribtcii
lipidov a ich opédtovnému rozptyleniu (respreading). Pocas exspiria sa podiela na stabilizécii
tekutych domén, ¢im brani fragmentacii filmu.

Na rozdiel od SP-B nie je absencia SP-C bezprostredne letalna, avSak mutacie génu pre SP-C
su spojené s intersticidlnymi plicnymi ochoreniami a poruchou homeostazy alveolarneho

prostredia.

2.2.2.3 Molekularna interakcia SP-B a SP-C s DPPC

Funkcia pl'icneho surfaktantu nevychddza z izolovaného pdsobenia jednotlivych zloziek, ale z
ich koordinovanej interakcie. DPPC poskytuje lipidovy zaklad, ktory umoziiuje vytvaranie
tesne usporiadanych oblasti schopnych dosahovat’ vel'mi nizke povrchové napitie. Samotny
DPPC vSak nemd dostatocnu dynamiku na rychlu obnovu a reorganizéaciu surfaktantového
filmu.

Hydrofobne proteiny SP-B a SP-C umoziiujt, aby sa biofyzikalne vlastnosti DPPC uplatnili aj
v dynamickych podmienkach alveolarneho rozhrania. SP-B podporuje adsorpciu a transport
fosfolipidov, fuziu lipidovych membran a vymenu materidlu medzi povrchovou vrstvou a
a jeho schopnosti reagovat’ na zmeny plochy rozhrania.

Vysledkom koordinovaného posobenia DPPC, SP-B a SP-C je surfaktantovy systém, ktory
kombinuje schopnost’ dosahovat’” ve'mi nizke povrchové napitie so schopnostou rychlej
adsorpcie, reorganizacie a obnovy povrchového filmu. Podrobné mechanizmy dynamického

spravania surfaktantu pocas dychového cyklu st uvedené v kapitole 2.5.

Integrovanad funkcia DPPC, SP-B a SP-C
Pocas vydychu sa DPPC koncentruje v kondenzovanych doménach, ktoré¢ umoznuju dosiahnut
velmi nizke povrchové napitie. SP-B, ktory sa oznaCuje aj ako facilitdtor reorganizacie

a transportu lipidov, stabilizuje vertikdlne prepojenie medzi monovrstvou a multilamelarnym
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rezervoarom. SP-C, oznacovany ako stabilizator tekutych domén, zabezpecuje laterdlnu
elasticitu a dynamicku integritu filmu. Vysledkom tejto spoluprace je systém, ktory:

- rychlo sa adsorbuje na rozhranie

odoléva opakovanej kompresii

udrziava extrémne nizke povrchové napitie pri nizkych objemoch

dokaze sa okamzite reorganizovat’ pri expanzii (nadychu)

DPPC poskytuje fyzikalny zéklad zniZenia povrchového napitia, SP-B umoziiuje efektivnu
reorganizéciu a transport lipidov a SP-C zabezpecuje dynamicku stabilitu pocas respiracného

cyklu. Iba ich koordinovana interakcia vytvara plne funkény surfaktantovy systém (obr. 9).

Obrizok 9 Struktiira viacvrstvového povrchového filmu surfaktantu. Obrdzok znézoriuje surfaktant ako
dynamicky organizovany viacvrstvovy systém, v ktorom su fosfolipidy, najmd DPPC, a hydrofobne proteiny SP-B
a SP-C funkcne prepojené. (a, b) Po adsorpcii vznika povrchova monovrstva bohata na DPPC a lipidovy
rezervoar v hypofaze; pri kompresii DPPC vytvara kondenzované domény umoZiujiice nizke povrchové napiitie.
(¢) SP-B podporuje reorganizaciu a presun lipidov do povrchovej vrstvy. (d) SP-C stabilizuje viacvrstvové
usporiadanie pocas kompresie. (e) Integrovany model ukazuje synergicky mechanizmus, v ktorom DPPC zniZuje
povrchové napdtie, SP-B sprostredkuje reorganizaciu lipidov a SP-C stabilizuje viacvrstvovu architektiru
(Pérez-Gil J., 2008).
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2.3 Biosyntéza, sekrécia a degradacia pl'icneho surfaktantu

V alveolarnom prostredi je surfaktant dynamickym systémom, ktory kontinudlne podliecha
syntéze, sekrécii, reorganizacii, spatnému vychytavaniu a degradécii. Jeho biologicka ucinnost’
preto nezavisi len od presného pomeru lipidov a proteinov, ale aj od spravneho fungovania
mechanizmov, ktoré¢ zabezpecujui jeho obnovu a homeostazu.

Hlavnu ulohu v tomto procese zohrava alveolarny pneumocyt II. typu. Tato vysoko
Specializovand epitelovd bunka produkuje vSetky hlavné surfaktantové lipidy a proteiny a
zaroven zabezpecuje recyklaciu a reguldciu surfaktantu v alveole. V cytoplazme prebieha
intenzivna syntéza fosfolipidov, produkcia prekurzorov surfaktantovych proteinov a ich
spracovanie na aktivne formy. Vysledkom tychto procesov je tvorba lamelarnych teliesok,
$pecializovanych sekreénych organel, ktoré slizia ako intracelularna zasobaren surfaktantu.
Po exocytoze do alveolarneho priestoru sa surfaktant reorganizuje do extracelularnych Struktur,
z ktorych Cast’ vytvara funk¢ny film na rozhrani vzduch — tekutina a cast’ zostava v hypofaze
ako rezervoar pre dalSie respiratné cykly. Tento systém je neustidle obnovovany
prostrednictvom spédtného vychytavania zloziek surfaktantu pneumocytmi II. typu a ich
naslednej recyklacie alebo degradacie. Vyznamnu tlohu v katabolizme surfaktantu zohravaji
aj alveolarne makrofagy.

Homeostaza surfaktantu je vysledkom rovnovahy medzi:

- syntézou a sekréciou

reorganizaciou na rozhrani vzduch-tekutina

spatnym vychytdvanim a recyklaciou

degradéciou a odstranenim poskodenych zloziek surfaktantu

Zlyhanie ktoréhokol'vek z tychto mechanizmov vedie k zmene mnozstva alebo funkénych

vlastnosti surfaktantu a méze iniciovat’ rozvoj patofyziologickych procesov.

2.3.1 Syntéza lipidovej zlozky

Alveolarny pneumocyt II. typu je metabolicky vysoko aktivna bunka, ktorej jednou z hlavnych
funkcii je syntéza surfaktantovych fosfolipidov. V porovnani s inymi bunkami pl'icneho epitelu
vykazuje vyrazne zvySenu kapacitu pre de novo syntézu fosfatidylcholinu, remodelaciu
mastnych kyselin a tvorbu Specifickych lipidovych druhov charakteristickych pre surfaktant,
predovsetkym dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC).
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Syntéza fosfatidylcholinu
Zakladnou metabolickou drahou syntézy fosfatidylcholinu (PC) je tzv. Kennedyho cesta (CDP-
cholinova draha). Tento proces prebicha prevazne v endoplazmatickom retikule a pozostava
z troch hlavnych krokov:

1. fosforylacia cholinu na fosfocholin

2. tvorba  CDP-cholinu (cytidindifosfat-cholin)  katalyzovany  CTP:fosfocholin

cytidylyltransferazou (CCT)
3. prenos fosfocholinovej skupiny na diacylglycerol za vzniku fosfatidylcholinu (PC)

Délezitym regulacnym enzymom tejto drahy je CCT, pretoze prave jeho aktivita urcuje
rychlost’ syntézy fosfatidylcholinu, a tym aj dostupnost’ hlavnej lipidovej zlozky plicneho
surfaktantu. Aktivita CCT je ovplyvnena fyzikdlno-chemickymi vlastnostami membran
endoplazmatického retikula (napr. obsahom diacylglycerolu a nenasytenych fosfolipidov) a
dostupnostou substratov. Tento mechanizmus umoziuje pneumocytu II. typu flexibilne

regulovat’ produkciu surfaktantu podl'a aktualnej potreby.

Specifické tvorba dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC)
Hoci Kennedyho drédha vedie k produkcii réznych druhov fosfatidylcholinu, surfaktant je
charakteristicky vysokym zastiipenim plne nasyten¢ho DPPC (16:0/16:0). Vznik DPPC preto
zahfna aj proces tzv. remodelacie acylovych retazcov, ktory prebieha prostrednictvom
Landsovho cyklu. V tomto procese:

- dochédza k ¢iastocnej deacylacii fosfatidylcholinu za vzniku lyzofosfatidylcholinu

- nasledne je pomocou Specifickych acyltransferdz opétovne esterifikovany palmitat

(16:0)

Vysledkom je selektivne obohatenie surfaktantu o nasytené fosfolipidové molekuly, ktoré
vd’aka svojej Struktire zabezpecuju optimalne biofyzikéalne vlastnosti na rozhrani vzduch —
tekutina.

Z metabolického hl'adiska predstavuje vyznamny zdroj palmitatu aj de novo syntéza mastnych
kyselin z acetyl-CoA, ktora je v pneumocytoch II. typu aktivna. Intenzita lipogenézy tak priamo
ovplyviiuje dostupnost’ nasytenych acylovych retazcov pre syntézu DPPC a tym aj schopnost’

bunky produkovat’ plne funkény surfaktant.
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Syntéza fosfatidylglycerolu

Fosfatidylglycerol (PG), druhy najvyznamnejSi surfaktantovy fosfolipid, vznika
z fosfatidylglycerolfosfatu, ktory je syntetizovany z CDP-diacylglycerolu. ZvySenie produkcie
PG je charakteristické pre neskoré $tadia vyvoja plodu a je sucast'ou procesu funkénej maturacie
pluc.

Reguldcia syntézy PG je hormondlne podmienend, pricom vyznamna ulohu zohravaju
glukokortikoidy, tyreoidalne hormoény a katecholaminy. Tieto hormény zvySujii expresiu
enzymov zapojenych do biosyntézy lipidov a podporuju proces diferencidcie pneumocytov II.

typu.

Intracelularna organizacia syntézy surfaktantovych lipidov
Syntéza surfaktantovych fosfolipidov v pneumocytoch II. typu je priestorovo presne
organizovana a funk¢ne prepojend s transportom a ukladanim lipidov do Specializovanych
sekrecnych organel — lamelarnych teliesok. Tato intracelularna organizacia je nevyhnutna na
zabezpecenie produkcie surfaktantu vo velkom mnozstve a zarovei na zachovanie Specifického
molekulového profilu surfaktantu.
Endoplazmatické retikulum (ER) je hlavné miesto syntézy fosfatidylcholinu vratane molekul
uréenych pre surfaktant. Enzymy Kennedyho drdhy su viazané na cytoplazmaticka stranu
membrany ER, kde prebicha premena cholinu na fosfatidylcholin. Novovytvoreny
fosfatidylcholin je najprv siastou membrany ER a ndsledne je selektivne presmerovany do
drahy veducej k lamelarnym telieskam. V membranach ER zéaroven prebieha remodelacia
mastnych kyselin (Landsov cyklus), ktord vedie k obohateniu o DPPC prostrednictvom
reacylacie lyzofosfatidylcholinu palmitditom. Tym sa vytvara Specificky molekulovy profil
surfaktantu.
Po syntéze a CiastoCnej uprave su fosfolipidy transportované do Golgiho aparatu, bud’
vezikularne, alebo pomocou lipid-transportnych proteinov. Golgiho aparat zabezpecuje ich
triedenie a d’alSie smerovanie do prekurzorovych Struktar - lamelarnych teliesok.
Lamelarne telieska st Specializované organely podobné lyzozémom (obr. 10). Vznikaju
postupnym usporiadanim fosfolipidov a surfaktantovych proteinov do koncentrickych
multilamelarnych Struktar. Lamelarne telieska plnia tri zékladné funkcie:

- umoziuju intracelularne skladovanie vel’kého mnozstva lipidov

- umoziuju regulovant exocytézu v zavislosti od potrieb alveolarneho prostredia

- st vhodnymi Struktarami pre rychlu reorganizaciu surfaktantu po exocytdze

56



KIiacovym prvkom tohto procesu je transportér ABCA3 (ATP-binding cassette transporter A3),
lokalizovany v membrane lamelarnych teliesok. Pri deficite ABCA3 sa fosfolipidy nedokazu
nahromadit’ v lamelarnych telieskach, ¢o vedie k poruche tvorby surfaktantu. Mutéacie v géne

ABCA3 vedu k zdvaznym porucham homeostazy surfaktantu.

Obrazok 10 Lamelarne telieska na apikalnom povrchu alveoldarnych buniek 11 typu zobrazené pomocou
transmisnej elektronovej mikroskopie. Sipka ukazuje na tesné spojenie (tight junction) medzi pneumocytmi (zdroj
Bingle L et al., 1990).

2.3.2 Syntéza a proteolytické spracovanie SP-B a SP-C

Hydrofobne surfaktantové proteiny SP-B a SP-C su syntetizované ako vécSie prekurzorové
polypeptidy, ktoré podliehaji komplexnému posttranslacnému spracovaniu v sekrecnej drahe
pneumocytu II. typu. Tento proces je striktne organizovany a prebiecha v niekolkych
intracelularnych kompartmentoch, v endoplazmatickom retikule, Golgiho aparate,
multivezikularnych telieskach a napokon v lameldrnych telieskach.

Spravne proteolytické spracovanie je nevyhnutné pre vznik funkénych, hydrofébnych
proteinov schopnych interagovat’ s lipidmi surfaktantu. Porucha ktoréhokol'vek kroku tejto

dréhy vedie k zdvaznej dysfunkcii surfaktantu.

Syntéza a spracovanie SP-B

Surfaktantovy protein B (SP-B) je syntetizovany ako velky prekurzorovy protein (proSP-B)
s priblizne 381 aminokyselinami. Transldcia prebicha na ribozomoch asociovanych
s granuldrnym endoplazmatickym retikulom (ER), pricom N-termindlny signalny peptid

zabezpecuje vstup novovznikajiceho polypeptidu do lumen ER.
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V endoplazmatickom retikule dochadza k:
- odstraneniu signalneho peptidu
- iniciacii spravneho skladania proteinu

- tvorbe disulfidovych mostikov, ktoré st zdsadné pre stabilitu buducej aktivnej formy

ProSP-B nasledne putuje do Golgiho aparatu, kde podlieha d’alsim posttranslaénym upravam
vratane glykozylacie. Definitivne proteolytické spracovanie prebiecha v neskorych
endozomalnych a lamelarnych kompartmentoch za tcasti Specifickych proteaz (napr. napsin,
katepsin, pepsinogén). Vysledkom je maly, silne hydrofobny protein SP-B, ktory ma velkost’
priblizne 79 aminokyselin a je stabilizovany viacerymi disulfidovymi vizbami. Této
kompaktna Struktira mu umoznuje efektivne sa vkladat’ do lipidovych membran a plnit’ svoju

ulohu pri reorganizacii fosfolipidov (obr. 11).

8 kDa LB

Pepsinogen C

9 kDa . B
Cathepsin H

Y
23 kDa MVB
Y Y Napsin A
42 kDa ER
186 201 279 381

SP-B FPIPLPFCWLCRTLIKRIQAVVPKGVLLKAVAQVCHVVPLPVGGICQCLAERYIVICLNMLLDRTLPQLVCGLVLRCSS

Obrazok 11 Spracovanie a finalna sekvencia aminokyselin SP-B (dole). Proprotein je postupne Stiepeny roznymi
proteazami pocas celej sekrecnej drahy, az kym sa v lamelarnych telieskach nenachadza vo svojej zrelej forme
(ER, endoplazmatickeé retikulum; MVB, multivezikularne telieska, CB, kompozitné telieska, LB, lamelarne
telieska) (Collada, 2026).

Syntéza a spracovanie SP-C

Surfaktantovy protein C (SP-C) vznika z prekurzora proSP-C, ktory je kratsi nez proSP-B,
avSak jeho biosyntéza je rovnako komplexnd. Translacia taktiez prebieha v granularnom ER,
kde dochadza k odstraneniu signdlnej sekvencie a iniciacii skladania proteinu. ProSP-C
obsahuje hydrofoébnu transmembranovi doménu, ktora je prekurzorom aktivnej a-helikalnej
Struktary SP-C. V ER a Golgiho aparate podlicha postupnym proteolytickym Stiepeniam,
pricom jeho N- a C-termindlne Casti st odstranené. Kone¢ny produkt predstavuje extrémne

hydrofobny peptid s priblizne 35 aminokyselinami.
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Na rozdiel od SP-B neobsahuje SP-C disulfidové mostiky. Jeho stabilita je danad prevazne
hydrofébnymi interakciami a pevnou integraciou do lipidovej dvojvrstvy. Pocas maturacie je
transportovany do lamelarnych teliesok, kde sa spolu s lipidmi organizuje do komplexu
pripraveného na sekréciu. Mutacie v géne pre SP-C mézu viest’ k poruchdm skladania proteinu,
jeho agregéacii a naslednej bunkovej toxicite, ¢o je spojené s niektorymi formami

intersticidlnych plicnych ochoreni (obr. 12).

3.7 kDa SP-C LB
Cathepsin H
7 kDa SP-C MVB
Palmitayl transferase
21 kDa SP-C ER
24 58 197

SP-C LRIPCCPVNLKRLLVVVVVVVLVVVVIVGALLMGL

Obrazok 12 Spracovanie a finalna sekvencia SP-C aminokyselin (dole). Proprotein SP-C je dvojito acylovany
palmitoyltransferazou a preneseny z Golgiho aparatu do MVB. Tam pokracuje jeho spracovanie az do LB, kde
dosiahne zrelu formu. Nie vSetky enzymy zucastnujice sa procesu dozrievania su zname (ER, endoplazmatické
retikulum,; MVB, multivezikularne telieska; CB, kompozitné telieska; LB, lameldrne telieska) (Collada, 2026).

2.3.3 Intracelularne usporiadanie surfaktantovych lipidov a proteinov
Spracovanie SP-B a SP-C je uzko prepojené so syntézou lipidov. V lamelarnych telieskach sa
aktivne formy proteinov dostdvaju do kontaktu s fosfolipidmi, najmd s DPPC a
fosfatidylglycerolom. Ich koordinované spajanie a hromadenie zabezpecuje, Ze po exocytoze
je surfaktant pripraveny na okamzitu reorganizaciu do funkéného filmu.
Ak by sa surfaktantové hydrofobne proteiny nachadzali volne v cytoplazme, boli by
potencidlne cytotoxické. Ich postupné spracovanie a transport cez Specializované
kompartmenty predstavuje ochranny mechanizmus bunky, ktory zabraiiuje neziaducej
interakcii s intracelularnymi membranami.
Proteolytické spracovanie nie je iba ,,zmenSenim* prekurzorového proteinu, ale je podmienkou:
- ziskania spravnej terciarnej Struktiry
- odhalenia hydrofobnych segmentov schopnych interakcie s lipidmi

- transportu proteinu do lamelarnych teliesok
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Len vd’aka tomuto presne koordinovanému procesu mézu vzniknut’ funkéné molekuly SP-B a

SP-C, a dobre fungujuci surfaktantovy systém.

2.3.4 Sekrécia surfaktantu a exocytoza lamelarnych teliesok

Po syntéze a akumulécii lipidov a proteinov v lameldrnych telieskach nasleduje faza ich
regulované¢ho uvolnenia do alveolarneho priestoru. Sekrécia surfaktantu je jemne regulovany
proces, ktory zavisi od koordinacie cytoskeletu, membranovej fuzie a intracelularnych

signalnych mechanizmov. Ide o klasicky priklad regulovanej exocytdzy sekrec¢nych organel.

Mechanizmus exocytozy
Lamelarne telieska sa prestvaju v cytoplazme smerom k apikalnej membrane pneumocytu II.
typu. Na ich intracelularnom transporte a priprave na exocytézu sa podiel'a mikrotubularny
systém aj aktinovy cytoskelet. Po dosiahnuti apikélnej plazmatickej membrany dochddza
k dokovaniu lamelarneho telieska a naslednej fuzii jeho membrany s plazmatickou membranou
bunky.
Fuzia je sprostredkovand exocytotickym apardtom vritane SNARE (Soluble
N-ethylmaleimide—Sensitive Factor Attachment Protein Receptor) proteinov, ktoré
zabezpecuju tesné priblizenie a spojenie membrany lamelarneho telieska s plazmatickou
membranou. Po vytvoreni fuzneho poéru sa obsah lameldrneho telieska uvolfiuje
do alveolarneho priestoru.
Exocyt6za lamelarnych teliesok méze prebiehat’ r6znymi formami fizie membran:
- uplna fuzia, pri ktorej sa membrdna lamelarneho telieska zaleni do plazmaticke;j
membrany
- prechodna fuzia, pri ktorej sa medzi membranou lameldrneho telieska a plazmatickou
membranou vytvori do¢asny fizny por; po uvolneni obsahu sa pdr uzavrie a membrana
lamelarneho telieska sa moze znovu oddelit’. Tento mechanizmus sa oznacuje ako , kiss-

and-run“ exocytoza.

Reorganizacia surfaktantu po sekrécii

Bezprostredne po exocytéze sa surfaktantovy materidl uvolneny z lamelarnych teliesok
reorganizuje v alveolarnom priestore do extracelularnych lipidovo-proteinovych Struktur.
Sucastou tejto reorganizacie je vznik multilamelarnych agregatov a tubularneho myelinu a

vytvorenie povrchového filmu na rozhrani vzduch — tekutina.
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Tieto Struktury predstavuji prechod medzi intracelularnou zasobnou formou surfaktantu a jeho
funkénou organizaciou na alveolarnom povrchu. Podrobnd organizicia surfaktantu
v alveolarnom priestore a mechanizmy tvorby a obnovy povrchového filmu si uvedené v

kapitole 2.5.1.

Funkény vyznam sekrécie surfaktantu
Regulovana sekrécia surfaktantu z lamelarnych teliesok:
- udrziava adekvéatne mnoZzstvo surfaktantu na alveoldrnom povrchu
- zabezpecuje priebeznll obnovu surfaktantového filmu
- umoziuje rychle zvysenie sekrécie pri zvysSenej potrebe, napriklad pri hlbokom nadychu
alebo zvySenom mechanickom napiti alveol
- kompenzuje straty surfaktantu spdsobené jeho degradaciou, internalizéciou alebo
poskodenim
- prispieva k zachovaniu nizkeho povrchového napétia a stability alveol pocas dychového
cyklu
Porucha exocyt6zy lamelarnych teliesok vedie k znizeniu dostupného mnozstva surfaktantu na
alveolarnom povrchu, zvyseniu povrchového napétia, znizeniu poddajnosti plic a zvySenej

tendencii alveol ku kolapsu.

2.3.5 Recyklacia a degradacia surfaktantu
Surfaktant uvolneny do alveoldrneho priestoru je sucastou dynamického a pravidelne sa
opakujuceho procesu. Pocas dychovych cyklov dochiddza k redistribtcii lipidov medzi
monovrstvou na povrchu a multilameldrnymi Struktirami v hypoféze, priCom ¢ast’ materialu je
postupne odstranena a musi byt’ nahradend novo syntetizovanym surfaktantom.
Sucastou metabolického obratu surfaktantu st dva hlavné procesy:

1. spdtné vychytavanie (reuptake) pneumocytmi II. typu

2. degradacia surfaktantovych zloziek, na ktorej sa podielaju pneumocyty II. typu aj

alveolarne makrofagy

Spétné vychytavanie pneumocytmi II. Typu
Pneumocyty II. typu st nielen producentami surfaktantu, ale prebieha v nich aj podstatné cast’
recyklacie. Pocas dychania sa Cast' surfaktantovych agregitov postupne transformuje na

mensie, menej organizované formy, ktoré st vhodné na endocytozu.
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Vychytéavanie surfaktantu z alveolarneho priestoru prebieha viacerymi mechanizmami, ktorych
aktivita zavisi od funkéného stavu pneumocytu II. typu:

- klatrin-dependentna endocytéza — receptorovo sprostredkovany, selektivny proces
zahfnajuci tvorbu klatrinovych vackov; predstavuje hlavny mechanizmus vychytavania
zloziek surfaktantu

- klatrin-nezavisla endocytéza — ide o subor dradh, zabezpecCujucich alternativne
mechanizmy (napr. caveolin-asociované alebo lipid raft-mediované procesy)

- makropinocytdza — neselektivny, aktin-dependentny prijem extraceluldrnej tekutiny a
jej obsahu, ktory sa uplatiiuje najma pri zvySenej bunkovej aktivite alebo zvySenej

potrebe recyklécie surfaktantu

Po transporte sprostredkovanom endocytézou sa surfaktantové lipidy a proteiny dostavaji do
endozomalneho systému, kde s triedené. Cast’ lipidov sa znovu vyuziva na syntézu surfaktantu
aje opitovne inkorporovand do lamelarnych teliesok. Tento recyklaény mechanizmus je
energeticky vyhodny a umoznuje efektivne udrziavanie zasoby surfaktantu bez nutnosti Gplnej
de novo syntézy. Odhaduje sa, ze vyznamna Cast’ alveoldrneho surfaktantu (az polovica

denného obratu) prechadza recyklaciou.

Degradacia v pneumocytoch II. typu

Lipidové a proteinové zlozky, ktoré nie su recyklované, podliehaji degradacii v lyzozoémoch.
Fosfolipazy, proteazy a d’alSie hydrolytické enzymy rozkladaju surfaktant na zakladné stavebné
jednotky — mastné kyseliny, glycerolové derivaty a aminokyseliny. Tieto produkty mézu byt
nasledne opitovne vyuzité v metabolizme bunky.

Degradécia sluzi aj ako kontrolny mechanizmus kvality. Oxidované, denaturované alebo
plazmatickymi proteinmi inaktivované molekuly surfaktantu su selektivne odstranené, ¢im sa

zachovava funk¢nd integrita systému.

Uloha alveoldrnych makrofagov

Alveolarne makrofdgy predstavuju vyznamna sucast’ klirensu a degradacie plucneho
surfaktantu. Fagocytuji nadbyto¢né, poskodené alebo funkéne zmenené surfaktantové
agregaty, ktoré neboli spitne vychytané pneumocytmi II. typu.

Po fagocytoze sa surfaktantové zlozky rozkladaju v lyzozoémoch, ¢im makrofagy prispievaji
k udrziavaniu rovnovahy medzi tvorbou, recyklaciou a degradaciou surfaktantu v alveolarnom

priestore. Porucha tejto funkcie moéze viest k patologickej akumulacii surfaktantového
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materidlu v alveoldch. Typickym prikladom je plticna alveoldrna proteindza, pri ktorej
dochadza k hromadeniu lipoproteinového materidlu v alveolach v dosledku poruchy klirensu

surfaktantu, ¢asto spojenej s dysfunkciou alveolarnych makrofagov.

2.3.6 Dynamicka rovnovaha syntézy, sekrécie a recyklacie surfaktantu
Celkovy obrat pluicneho surfaktantu predstavuje dynamicky proces, v ktorom sa udrziava
funkcna stabilita povrchu alveol (obr. 13). Ide o vysledok rovnovahy medzi tromi zakladnymi
procesmi:
- sekréciou novo syntetizovaného surfaktantu z lamelarnych teliesok pneumocytov II.
typu do alveolarneho priestoru
- recyklaciou existujucich komponentov, ktoré po splneni svojej funkcie opétovne
vstupujui do bunky a st znovu zabudované do lamelarnych teliesok
- degradaciou a eliminaciou poskodenych alebo oxidovanych molekul, ktora prebieha
intracelularne v pneumocytoch II. typu alebo extracelularne prostrednictvom

alveolarnych makrofagov

Velké surfaktantové
agregaty

Surfaktantovy film — Stabilizacia alveol

K % I C8PO660C
X ! , ~Malé surfaktantové agrega
w SP-A » Imunitna funkcia S’ . ke

0©

SP-D *» Pool surfaktantu Alveolarny makrofag

Sekreaa "
=Recyklacia= > \/ychytavame#

ABCA, transporter h/ ) \

Lipid o, ¥
Lamelame tellesko— ipiCY N ?:;im:;\a
SP-B = -y

P-
sP-C D /
— Katabolizmus==

£ E&; éQo Endoplazmatické

%y e retikulum

Alveolarna epitelova bunka Il typu S
Alveolarna epitelova bunka | typu

Obrazok 13 Metabolizmus plicneho surfaktantu. Po syntéze v endoplazmatickom retikule a uprave v Golgiho
aparate dochadza pomocou transportéra ABCAs k baleniu lipidov a proteinov SP-B a SP-C do lamelarnych
teliesok. Po sekrécii do alveolarneho priestoru vytvara surfaktant velké agregaty a nasledne funkcny
surfaktantovy film. Malé surfaktantové agregaty su bud’ spdtne recyklované pneumocytmi II. typu, alebo
vychytavané a katabolizované alveolarnymi makrofiagmi (upravené podla Jobe, 2025).
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Za fyziologickych podmienok je védcSina surfaktantovych fosfolipidov recyklovana, pricom len
mensSia Cast’ podlieha definitivnej degradacii. Tento vysoky podiel recyklacie je metabolicky
vyhodny, ked’Ze syntéza dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC) je energeticky naro¢ny proces.
Polcas obratu surfaktantovych fosfolipidov sa u dospelych pohybuje v rozmedzi desiatok hodin
az niekol’kych dni; u novorodencov mdze byt kratsi v dosledku vyssej metabolickej aktivity.
V patologickych stavoch (ARDS, infekcia, hyperoxia, ventilatorom indukované poSkodenie) sa
kinetika zasadne meni, pretoze sa zvySuje degradacia, oxidacia lipidov a proteinov a sti¢asne
moze byt narusSend syntéza aj recyklécia.

Surfaktantové proteiny maji odlisSnu regulaciu génovej expresie. SP-B a SP-C su uzko
asociované s lipidovou frakciou a ich vymena za nové cCasto koreluje s metabolizmom
fosfolipidov. SP-A a SP-D maju komplexnejsiu dynamiku, ked’ze sa podiel’ajii na imunitnej
obrane a ich hladiny st vyrazne modulované zdpalom. Ich eliminacia zahfha aj vézbu

na patogény a naslednu fagocytdzu makrofagmi.

Z tyziologického hl'adiska je tento dynamicky cyklus nevyhnutny pre:
- udrziavanie stabilného mnozstva surfaktantu
- zachovanie optimalneho zloZenia

- rychlu adaptaciu na meniace sa parametre ventilacie
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2.4 Regula¢né mechanizmy surfaktantove; homeostazy
Komplexne regulovand surfaktantovd homeostdza predpokladd stabilnii rovnovédhu medzi
syntézou, sekréciou, recyklaciou a degradaciou surfaktantu. Ide o dynamicky proces, ktory
umoziuje pl'icam reagovat’ na vyvojové zmeny, mechanické zat'azenie, hormonalne podnety
aj patologické stimuly. Stabilita alveol zavisi nielen od molekularneho zloZenia surfaktantu, ale
aj od presnosti regula¢nych mechanizmov, ktoré riadia jeho obrat.
Homeost4za surfaktantu je koordinovana a komplexna. Regula¢né mechanizmy mozno rozdelit’
do styroch hlavnych trovni:

1. transkripéna reguléacia expresie surfaktantovych génov

2. hormonalna a vyvojova regulacia

3. mechanickd reguldcia viazand na ventilaciu

4

imunologicka a zapalova modulécia

2.4.1 Transkrip¢na regulacia expresie surfaktantovych génov

Zakladnym predpokladom dlhodobej surfaktantovej homeostazy je presna kontrola expresie
génov kodujucich surfaktantové proteiny aj enzymy lipidovej biosyntézy. Pneumocyt II. typu
je vysoko Specializovana bunka, ktorej fenotyp je definovany Specifickym transkripénym
programom. KIi¢ovl tlohu v tomto procese zohrava transkripény faktor NKX2-1, znamy aj
ako TTF-1 (tyreoidalny transkripcny faktor 1). Tento faktor je zasadny pre vyvoj pluc a
diferenciaciu alveolarneho epitelu. NKX2-1 priamo aktivuje transkripciu génov SFTPB (SP-B)
a SFTPC (SP-C) a podiel’a sa aj na regulacii d’alSich génov zapojenych do metabolizmu lipidov.
Porucha jeho expresie vedie k zavaznym vyvojovym abnormalitdim pluc a k deficitu
surfaktantu.

Spolu s NKX2-1 pdsobia dalSie transkripéné faktory, najmd FOXA2 a GATA®6, ktoré
stabilizuji alveolarny fenotyp pneumocytu II. typu. Zabezpecuji koordinovani expresiu
proteinov aj lipidov surfaktantu, ¢im brdnia nesuladu medzi syntézou jednotlivych
komponentov.

Transkripéna regulacia ma dlhodoby charakter. Umoziuje adaptaciu surfaktantového systému

ocas vyvoja pri chronickom mechanickom zat’azeni alebo pri pretrvavajucom zapale.
y
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2.4.2 Hormonalna regulacia
Produkcia surfaktantu vyrazne narastd v zaverecnych Stadiach fetdlneho vyvoja. Tento proces
je riadeny hormonalnymi signdlmi, ktoré podporuju diferencidciu pneumocytov II. typu
a aktivuju syntézu surfaktantu. Vysledkom posobenia tychto hormonalnych signalov je
reguldcia syntézy, intracelularneho uskladnenia a sekrécie surfaktantu pocas fetdlneho vyvoja,
¢im sa zabezpeci spravna funkcia pl'ic po narodeni.
Najvyznamnej$iu ulohu zohravaju glukokortikoidy. Ich koncentrécia sa fyziologicky zvySuje
v perinatdlnom obdobi a vedie k:

- podpore diferencidcie pneumocytov II. typu

- stimulécii syntézy surfaktantovych fosfolipidov

- indukcii expresie surfaktantovych proteinov

- stimulécii sekrécie surfaktantu

Glukokortikoidy (GK) predstavuju klI'ai€ové hormony pre regulaciu dozrievania pl'uc a syntézy
pl'icneho surfaktantu pocas fetdlneho vyvoja. Ich ucinok je sprostredkovany najmé aktivaciou
glukokortikoidového receptora, ktory sa po védzbe ligandu translokuje do jadra bunky a pdsobi
ako transkripcny faktor regulujici expresiu génov zapojenych do diferenciacie pneumocytov
II. typu a metabolizmu zloziek surfaktantu. GK stimulujt syntézu surfaktantovych fosfolipidov,
najmd fosfatidylcholinu a dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC), prostrednictvom zvySenej
aktivity enzymov Kennedyho drahy, ako st cholin-fosfat cytidylyltransferdza a cholin-
fosfotransferaza. Zvysuju expresiu surfaktantovych proteinov SP-B a SP-C a stimuluji expresiu
transportnych a regulaénych proteinov zapojenych do intracelularnej distribucie lipidov. Okrem
toho podporuju diferencidciu pneumocytov II. typu a tvorbu lamelarnych teliesok. Tento proces
zahfna aj zvySenu expresiu transportéra ABCA3, ktory zabezpecuje aktivny transport
fosfolipidov do limen lamelarnych teliesok. GK podporuji mechanizmy sekrécie surfaktantu.
Zvysuju citlivost’ pneumocytov II. typu na sekrecné stimuly,vratane -adrenergnych agonistov
a mechanického napinania alveoldrneho epitelu, ¢im podporuji exocytozu lamelarnych teliesok
a uvoliovanie surfaktantu do alveoldrneho priestoru. V perinatdlnom obdobi GK stimuluju
dozrievanie pl'ic. Podporuju expresiu idnovych transportnych systémov, najmi epitelovych
sodikovych kanélov (ENaC) a Na*/K*-ATPazy, ¢im stimulujt resorpciu tekutiny z alveolarneho
priestoru. Tento mechanizmus je kI'i€ovy pre plynulti zmenu dychania po narodeni.

Mechanizmy posobenia GK st fyziologickym podkladom pre klinické podavanie

kortikosteroidov u tehotnych Zien s rizikom pred¢asného pdrodu. Podanie betametazénu alebo
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dexametazonu urychl'uje maturdciu pneumocytov II. typu, zvySuje produkciu surfaktantu a

vyznamne znizuje vyskyt syndromu respiracnej tiesne novorodenca (RDS).

Medzi d’alSie hormoény s regulacnou funkciou patria najmé tyreoidalne hormoény, inzulin a
katecholaminy, ktoré moduluju dozrievanie pneumocytov II. typu a syntézu i sekréciu

surfaktantu roznymi mechanizmami.

Tyreoidalne hormoény (T3 a T4) pdsobia synergicky s glukokortikoidmi a prispievaju
k maturécii alveolarneho epitelu. Experimentalne aj klinické Stadie ukazuju, Zze stimuluji
expresiu enzymov zapojenych do syntézy fosfatidylcholinu a podporuju diferencidciu
pneumocytov IL. typu. Tym sa zvySuje produkcia kl'ai¢ovych fosfolipidov surfaktantu, najma

dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC), a zaroven sa podporuje tvorba lamelarnych teliesok.

Inzulin mé& naopak skor inhibi¢ny u¢inok na dozrievanie surfaktantu. ZvySené koncentracie
inzulinu, napriklad pri fetalnej hyperinzulinémii u deti matiek s diabetom, mozu potlacat
expresiu génov pre surfaktantové proteiny (najmi SP-A a SP-B) a znizovat’ aktivitu enzymov
syntézy fosfolipidov. Vysledkom je oneskorené dozrievanie pneumocytov II. typu a zvySené

riziko neonatalneho RDS.

Katecholaminy, najmé adrenalin a noradrenalin, zohrdvaju vyznamni ulohu v obdobi
bezprostredne pred porodom a pocas podrodu. Aktivacia P-adrenergnych receptorov
pneumocytov II. typu stimuluje exocytéozu lamelarnych teliesok a tym sekréciu surfaktantu.
Stcasne podporuju aj resorpciu alveolarnej tekutiny aktivaciou sodikovych transportnych
mechanizmov v alveolarnom epiteli, ¢im prispievaji k funkénej adaptacii plc dietata

na dychanie po narodeni.

2.4.3 Mechanicka reguléacia viazana na ventilaciu
Pneumocyty II. typu st schopné reagovat’ na mechanické podnety vznikajuce pocas ventilacie
pluc. Alveoly sa pri kazdom dychovom cykle rytmicky rozt'ahujii a opat’ zmensujt, ¢o vedie
k zmenam napdtia alveoldrnej steny. Tieto mechanické podnety predstavuju vyznamny
regulacny signal pre metabolizmus a sekréciu surfaktantu.
Natiahnutie alveolarneho epitelu aktivuje mechanosenzitivne signdlne mechanizmy

v pneumocytoch II. typu. Jednym z prvych krokov tejto odpovede je zvySenie intracelularnej
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koncentrécie i6nov vapnika (Ca?"), a to v dosledku otvorenia mechanosenzitivnych iénovych
kanalov alebo uvol'nenia Ca** z intraceluldrnych zasob. ZvySenie koncentracie Ca** nasledne
aktivuje signalne drahy vedtice k reorganizécii cytoskeletu a k mobilizacii lamelarnych teliesok
smerom k apikélnej membrane pneumocytu II. typu. Vysledkom je ich zvySena exocytdza a
okamzité uvol'nenie surfaktantu do alveolarneho priestoru.

Mechanickd regulacia tak umoznuje rychlu adapticiu surfaktantu na aktudlnu ventilaciu.
Po hlbokom nadychu alebo pri hyperpnoe dochadza k vicsej distenzii alveol, ¢o stimuluje
sekréciu surfaktantu a vedie k zvécSeniu zasoby surfaktantu. Tento mechanizmus pomaha
stabilizovat’ alveoly pri zvd¢Senom objeme plic a zaroven zniZuje povrchové napitie
v situdciach, ked’ je alveoldrna stena vystavend vySSiemu mechanickému stresu. Extrémne
mechanické zataZenie pluc vSak moze mat’ opacny efekt. Nadmernd distenzia alveol, aka sa
vyskytuje napriklad pri pouziti vysokych dychovych objemov pri umelej plicnej ventilacii,
moze viest’ k poSkodeniu alveolarneho epitelu a k naruseniu surfaktantu. Naopak, nedostatocna
ventilacia vedie k znizeniu mechanickej stimulacie pneumocytov II. typu. Pri hypoventilacii sa
znizuje frekvencia aj amplitada distenzie alveol, co vedie k poklesu exocytézy lamelarnych
teliesok a k postupnému znizeniu zasoby surfaktantu. Tento jav bol pozorovany v experimente
napriklad pri dlhodobej mechanickej ventilacii s nizkymi objemami alebo pri atelektazach.
Mechanické regulacia surfaktantu preto predstavuje jemne vyvaZzeny systém, ktory umoziuje
rychlu adaptaciu alveolarneho prostredia na fyziologické zmeny ventilacie, no zaroven je citlivy

na extrémne podnety.

2.4.4 Imunologicka a zapalova regulacia

Alveolarne prostredie je vystavené neustalemu kontaktu s mikroorganizmami, inhalovanymi
Casticami a roznymi potencidlne Skodlivymi latkami pritomnymi v inhalovanom vzduchu.
Aktivacia lokalnej zépalovej odpovede je v tomto prostredi Castym javom a md vyznamny
vplyv na surfaktantovi homeostazu.

Prozéapalové cytokiny, ako napriklad tumor nekrotizujuci faktor a (TNF-a), interleukin-1 (IL-
1B) alebo interleukin-6 (IL-6), mo6Zu znizovat’ expresiu génov surfaktantovych proteinov a
su¢asne menit metabolizmus surfaktantovych fosfolipidov v pneumocytoch II. typu.
Vysledkom je znizend syntéza niektorych kIiovych zloziek surfaktantu a zmena jeho
molekularneho zloZenia. Zapalové procesy zvySuju permeabilitu alveolokapilarnej membrany,
¢o umoziuje prestup plazmatickych proteinov do alveolarneho priestoru. Tie mézu inaktivovat’

surfaktant, zvySovat’ povrchové napétie a zhorSovat’ stabilitu alveol.
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Vyznamnym faktorom dysregulécie surfaktantu pri zapale je aj oxidacny stres. Reaktivne formy
kyslika a dusika produkované aktivovanymi imunitnymi bunkami moZzu oxidovat
surfaktantové fosfolipidy, o vedie k peroxidécii acylovych retazcov a zmene ich fyzikalno-
chemickych vlastnosti. Takto modifikované lipidy stracaji schopnost’ vytvarat kompaktné
kondenzované domény potrebné na dosiahnutie nizkeho povrchového napétia. Oxidacné
poskodenie mdze zaroven viest k denaturdcii alebo degradacii SP-B a SP-C, ktoré su
nevyhnutné pre rychlu reorganizaciu lipidov na alveoldrnom povrchu.

Na druhej strane surfaktant sdm zohrava vyznamnu tlohu v regulacii alveolarnej imunity.
SP-A a SP-D su ako kolektiny sti¢ast'ou vrodenej imunity plic. Tieto proteiny rozpoznavaji
Specifické molekularne Struktiry na povrchu mikroorganizmov, podporuju ich opsonizaciu a
ul’ahcuju fagocytozu alveolarnymi makrofagmi. Sti¢asne moduluju aktivitu imunitnych buniek
a pomahaju regulovat’ intenzitu zépalovej odpovede. Surfaktant tak vytvara dolezita funkénu
vizbu medzi biofyzikalnou stabilitou alveol a imunitnou obranou pl'ic, priCom porucha jedne;j

z tychto zloziek moze negativne ovplyvnit’ druhu.
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2.5 Strukturna organizacia a funkéna dynamika plicneho surfaktantu
Surfaktant svoje funkcie uplatituje az po vyluceni z bunky a dosiahnuti alveolarneho povrchu.
Na rozhrani vzduch — tekutina sa jeho lipidy a proteiny organizuji do dynamickych Struktur,

ktoré urcuji povrchové napétie a vyznamne ovplyvituju mechaniku pI'ic.

2.5.1 Organizacia surfaktantu v alveoldrnom priestore

Po uvolneni z pneumocytov II. typu sa obsah lamelarnych teliesok dostava do alveolarneho
priestoru, kde sa reorganizuje do systému extracelularnych lipidovo-proteinovych Struktur.
Povrch alveol orientovany do alveoldrneho priestoru je pokryty tenkou vrstvou tekutiny
oznacovanou ako hypofdza. Hypofaza obsahuje rozpustené proteiny, idny a d’alSie molekulérne
zlozky alveolarneho prostredia. Na rozhrani medzi hypofazou a alveoldrnym vzduchom sa
nachadza povrchovy surfaktantovy film. Surfaktantovy systém tak zahffia povrchovi
monovrstvu na rozhrani vzduch — tekutina a subpovrchové Struktary v hypofaze, najmi

multilamelarne agregaty a tubuldrny myelin.

Povrchova monovrstva surfaktantu na rozhrani vzduch — tekutina

Monovrstva surfaktantovych fosfolipidov predstavuje funként €ast’ surfaktantového systému,
ktora priamo reguluje povrchové napitie. Fosfolipidy maju amfipatické vlastnosti, preto st ich
polarne hydrofilné hlavy orientované smerom do vodnej hypofazy, zatial co nepolérne
hydrofébne acylové retazce smeruju k alveoldrnemu vzduchu. Toto usporiadanie vznika
spontanne v dosledku snahy systému minimalizovat’ volni energiu na rozhrani vzduch —
tekutina. Medzi acylovymi retazcami zarovenn pdsobia van der Waalsove interakcie, ktoré
podporuju ich lateralne usporiadanie.

Takto organizovand monovrstva znizuje kohézne sily medzi molekulami vody na povrchu
alveolarnej tekutiny, a tym redukuje povrchové napitie. Jej dominantnym lipidom je
dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC). Stcastou monovrstvy su aj dalSie fosfolipidy, najméa
fosfatidylglycerol a nenasytené molekularne druhy fosfatidylcholinu, ktoré ovplyviiuju fluiditu

a dynamicku reorganizaciu filmu.

Multilamelarny rezervoar surfaktantu v hypofaze
Pod povrchovou monovrstvou sa nachadza systém multilamelarnych lipidovych agregétov,
ktory predstavuje rezervoar surfaktantového materialu. Multilameldrne agregaty pozostavaji z

viacerych koncentrickych alebo paralelne usporiadanych fosfolipidovych dvojvrstiev
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vznikajucich reorganizaciou materidlu uvolneného z lamelarnych teliesok. Obsahuju vysoké
koncentrécie surfaktantovych fosfolipidov, najmé fosfatidylcholinu a fosfatidylglycerolu, a
predstavuji dynamicky zasobnik lipidového materidlu dostupného na obnovu povrchove;j
monovrstvy (obr. 14).

Stabilita a funk¢na dynamika multilamelarnych agregatov st uzko spojené s pritomnost’ou
hydrofobnych surfaktantovych proteinov SP-B a SP-C. SP-B podporuje zakrivenie a fuziu
membran, reorganizaciu multilamelarnych Struktir a prechod lipidov medzi jednotlivymi
membranovymi vrstvami. SP-C stabilizuje lipidové membrany a podporuje adsorpciu
fosfolipidov na rozhranie vzduch — tekutina. Oba proteiny tak prispievaju k efektivnej vymene

lipidového materialu medzi subpovrchovym rezervoarom a povrchovym filmom.

Vzduch

Castice podobné lamelarnym telieskam

ubularny myelin

Hypofaza

DY4 2
4
SP-B ¥ SP-D

SP-C

SP-A

Obrazok 14 Plicny surfaktant vytvara povrchovy film na rozhrani vzduch — tekutina nad hypofazou
pokryvajucou alveolarny epitel. V hypofaze sa nachadzaju multilamelarne agregaty a tubularny myelin, ktoré
predstavuju rezervoar surfaktantového materialu. Hydrofobne surfaktantové proteiny SP-B a SP-C sa podielaju
na organizacii a dynamike lipidovych sStruktur, SP-A je sucastou tubularneho myelinu a SP-D sa nachadza

prevazne v rozpustnej forme v hypofaze (upravené podla Fréhlich E,, 2022).

Osobitnou formou extracelularnej organizacie surfaktantu je tubuldrny myelin. Vznika
reorganizdciou surfaktantového materidlu v alveolarnej hypofize a vytvara pravidelna
trojrozmerni  siet’ membranovych Struktir. Elektréonovd mikroskopia zobrazuje jeho
charakteristickll mriezkovita architektaru tvorenu ortogondlne usporiadanymi lipidovymi
membranami. Vznik a stabilita tubularneho myelinu st tzko spojené s pritomnostou SP-A,

ktory prostrednictvom interakcii s fosfolipidovymi membranami prispieva k vytvaraniu jeho
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charakteristickej Struktiry. Tubularny myelin predstavuje organizovanu formu surfaktantového

rezervoara, z ktorého moze byt material mobilizovany na tvorbu a obnovu povrchového filmu.
> y y

2.5.2 Dynamika surfaktantového filmu pocas dychového cyklu

Povrchovd monovrstva a subpovrchovy rezervoar surfaktantu tvoria dynamicky prepojeny
systém, ktory reaguje na cyklické zmeny plochy alveolarneho rozhrania. Pocas nadychu sa
plocha rozhrania vzduch — tekutina zvdcSuje a surfaktantovy film sa rozprestiera, zatial' ¢o
po€as vydychu sa alveolarny povrch zmenSuje a film sa komprimuje. Tieto zmeny st
sprevadzané redistribliciou surfaktantovych lipidov medzi povrchovou monovrstvou a

subpovrchovymi Struktirami a dynamickymi zmenami povrchového napitia.

Kompresia surfaktantového filmu pocas vydychu

Pri zmenSovani alveolarneho povrchu pocas vydychu dochadza ku kompresii surfaktantového
filmu a k zvySovaniu plosnej hustoty lipidovych molekul. Fosfolipidy sa usporadiivaji tesnejSie
a povrchové napitie postupne klesa. Pri vyraznejSej kompresii moze Cast’ surfaktantového
materidlu opustat rovinu povrchovej monovrstvy a vytvarat povrchovo asociované
viacvrstvové Struktary. Klasicky model oznacovany ako ,,squeeze-out” predpokladd, Ze sa
z rozhrania prednostne vylucuju fluidnejSie, najméi nenasytené lipidové komponenty, ¢im sa
povrchovy film relativne obohacuje o DPPC. Tesne usporiadany film bohaty na nasytené
fosfolipidy potom moze pri nizkych alveoldrnych objemoch dosahovat’ vel'mi nizke hodnoty
povrchového napitia a prispievat’ k stabilite alveol (obr. 15).

Rozsah, v akom selektivny ,,squeeze-out* prebieha pocas fyziologického dychania in vivo, vSak
nie je definitivne objasneny. Experimentalne pozorovania podporuju aj reverzibilné skladanie
surfaktantového filmu a tvorbu povrchovo asociovanych viacvrstvovych Struktur, z ktorych sa
materidl moze pri opdtovnej expanzii vracat na rozhranie. NovSia koncepcia zaroven
predpokladé, ze film obohateny o nasytené fosfolipidy moze vznikat' uz pocas adsorpcie
surfaktantu na rozhranie vzduch — tekutina prostrednictvom adsorpéne riadené¢ho triedenia
lipidov. Relativny vyznam tychto mechanizmov v intaktnych pltcach zostdva predmetom

vyskumu.
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Obrazok 15 Dynamickeé spravanie lipidového filmu pocas dychového cyklu. Graf znazornuje casovy priebeh
povrchového napdtia pocas jedného dychového cyklu. Pocas inspiria dochdadza k zvicseniu alveolarnej plochy,
¢o vedie k postupnému zvyseniu povrchového napdtia. Pocas exspiria sa plocha zmensuje, lipidovy film sa
komprimuje a povrchové napdtie prudko klesd na velmi nizke hodnoty (upravené podla Francis a Saha, 2022).

Redistribtcia surfaktantu pocas nadychu

Pocas nadychu sa alveoly rozSiruju a plocha rozhrania vzduch — tekutina sa zvécSuje.
Surfaktantovy film sa preto musi opitovne rozprestriet tak, aby zostalo zvicSujuce sa
alveolarne rozhranie kontinualne pokryté surfaktantom. Tento proces, oznacovany ako
,respreading®, zahiia lateralnu redistribuciu lipidov v povrchovej monovrstve a mobilizaciu
surfaktantového materialu zo subpovrchového rezervoara.

Lipidy presunuté z povrchovej vrstvy pocas predchadzajucej kompresie mézu byt opédtovne
inkorporované do filmu. Multilameldrne agregaty a dalSie subpovrchové Struktury pritom
predstavuju zasobnik materialu dostupného na rychlu obnovu povrchovej vrstvy. SP-B a SP-C
podporuju reorganizaciu lipidovych membran a adsorpciu lipidov na rozhranie vzduch —
tekutina. Dynamickd vymena materidlu medzi povrchovym filmom a subpovrchovym
rezervoarom tak umoznuje zachovanie integrity a funkcnosti surfaktantového systému pocas

opakovanych dychovych cyklov.

Funkéne uéinny surfaktantovy film musi spifat’ tri zakladné poziadavky:
- schopnost’ dosiahnut’ nizke povrchové napitie pri kompresii (zmenseni povrchu pri
vydychu)
- schopnost’ rychlej redistribicie a obnovy surfaktantovej monovrstvy pri zva¢Sovani
alveolarneho povrchu (pri nadychu)
- schopnost’ zachovat’ Struktirnu a funkénu integritu pocas opakovanych dychovych

cyklov
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2.5.3 Molekularne mechanizmy regulacie povrchového napétia

Schopnost’ pI'icneho surfaktantu dynamicky regulovat’ povrchové napétie vyplyva z fyzikalno-
chemickych vlastnosti jeho lipidovych a proteinovych zloziek a z ich vzajomnej organizacie na
rozhrani vzduch — tekutina. Rozhodujice su najmi zmeny plosnej hustoty lipidov, fazové
prechody v surfaktantovej monovrstve, vznik laterdlnych domén a vymena materialu medzi
povrchovou vrstvou a subpovrchovym rezervoarom. Tieto mechanizmy umoziuja, aby sa

vlastnosti filmu priebezne prispdsobovali zmenam alveolarnej plochy poc¢as dychového cyklu.

Féazové spravanie lipidovej monovrstvy

Fosfolipidy v surfaktantovej monovrstve sa nenachadzaju v jednotnom fyzikalnom stave. Ich
usporiadanie zavisi najmé od ploSnej hustoty molekul, lipidového zloZenia a teploty. Pri niZSej
plosnej hustote je film volnejSie usporiadany a lipidové molekuly maju vysSiu lateralnu
pohyblivost’. Pri kompresii sa molekuly priblizuja, ich pohyblivost’ sa znizuje a ast’ filmu
prechadza do usporiadanejsieho, kondenzovaného stavu.

Osobitné postavenie ma DPPC, ktorého biofyzikalne vlastnosti sivisia s pritomnost’ou dvoch
plne nasytenych linedrnych palmitoylovych retazcov a relativne vysokou teplotou fdzového
prechodu. Pri kompresii surfaktantového filmu sa molekuly DPPC preskupuji z vol'nejSie
usporiadanej expandovanej fazy (liquid-expanded, LE) do kondenzovanej fazy (liquid-
condensed, LC). V kondenzovanom stave su acylové retazce usporiadané takmer paralelne a
molekuly su lateralne tesne zabalené, ¢im vytvaraju kompaktné a mechanicky stabilné oblasti
monovrstvy. So zvysujucou sa kompresiou tak rastie laterdlny tlak a povrchové napitie klesa

na vel'mi nizke hodnoty (obr. 16).
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Obrazok 16 Fazovy diagram monovrstvy dipalmitoylfosfatidylcholinu (DPPC). Graf zndzornuje zavislost
laterdlneho tlaku (mN/m) od plochy pripadajiicej na jednu molekulu (A%) pri postupnej kompresii lipidovej
monovrstvy na rozhrani vzduch — tekutina. Pri velkej ploche na molekulu sa DPPC nachadza v tzv. liquid-
expanded (LE) faze, charakterizovanej volnejsim usporiadanim acylovych retazcov a nizsim lateralnym tlakom.
So zmensovanim plochy prechodne koexistuju LE a liquid-condensed (LC) fazy, v ktorej sa postupne formuju
domeény tesne zabalenych molekul. Pri dalSej kompresii prechadza monovrstva do LC fazy, kde su saturované
palmitoylové retazce usporiadané paralelne a kompaktne. V tomto stave lateralny tlak prudko stupa a povrchové
napdtie klesa na vel'mi nizke hodnoty. Schematické nakresy nad grafom ilustruju zmeny molekularneho
usporiadania pocas kompresie. Vlozeny molekulovy model zobrazuje Struktiru DPPC, tvorenii dvoma
saturovanymi retazcami mastnych kyselin (C16:0) a polarnou fosfatidylcholinovou hlavou (upravené podla
Roke et al., 2003).

Z biofyzikalneho hl'adiska dochadza v monovrstve surfaktu k fazovej separacii lipidov, teda
k wvytvaraniu oblasti s odliSnym usporiadanim a pohyblivostou lipidovych molekul.
Kondenzované domény (LC) bohat¢ na DPPC koexistuji s tekutymi doménami (LE)
obsahujucimi nenasytené fosfolipidy. Téato heterogenita je funkéne nevyhnutna. Tekuté domény
maju volnejSie usporiadanie lipidov, vyssiu laterdlnu pohyblivost molekul a zabezpecuju
pruznost’ filmu, ¢im umoziuju redistribuiciu molekul pocas inspiria a zabranuju ruptare alebo
destabilizacii monovrstvy. Kondenzované oblasti zabezpec€uju stabilitu pri exspiriu. Bez tejto
rovnovahy by surfaktantovy film nebol schopny zachovat’ si integritu pri cyklicky sa meniacej
vel’kosti plochy pocas dychania.

Nativny surfaktantovy film je laterdlne heterogénny vdaka koexistencii stabilnych
kondenzovanych a dynamickejSich fluidnych oblasti. Kondenzované oblasti prispievaja
k mechanickej stabilite filmu a umoziuji dosahovat’” vel'mi nizke povrchové napétie pri
kompresii, zatial’ o fluidnejSie oblasti zabezpecuju jeho flexibilitu a dynamickud reorganizaciu.

Tato heterogenita tak umoziuje surfaktantovému filmu prisposobovat’ sa cyklickym zmendm

71



alveolarneho povrchu pocas dychania, rychlo sa rozprestierat’ a obnovovat’ svoju Struktiru bez
straty funkcnej stability.

Schopnost DPPC vytvérat’ pri kompresii tesne usporiadané kondenzované domény tak
predstavuje jeden zo zdkladnych molekularnych mechanizmov, ktorymi surfaktant znizuje

povrchové napitie pri nizkych pl'icnych objemoch.

Hysteréza surfaktantového filmu

Pri cyklickom stlacani a rozpinani surfaktantového filmu nie je vzt'ah medzi plochou filmu a
povrchovym napétim poc¢as kompresie a naslednej expanzie totozny. Tento jav sa oznacuje ako
hysteréza surfaktantového filmu a odrdza dynamickl a c¢iastocne reverzibilni reorganizaciu
jeho lipidovych a proteinovych zloziek.

Pocas kompresie sa lipidové molekuly usporadivaju tesnejSie a ¢ast komponentov mdze
prechadzat’ z povrchovej monovrstvy do subpovrchovych Struktir. Pri néslednej expanzii sa
tento material nevracia do povrchového filmu okamzite ani Uplne rovnakou cestou.
Redistribtcia lipidov, ich opédtovna adsorpcia a reorganizacia laterdlnych domén preto
spdsobuju, Ze priebeh zmien povrchového napétia pocas expanzie sa lisi od priebehu pocas
kompresie.

Hysteréza tak predstavuje prejav dynamickej adaptacie surfaktantového filmu na cyklické

zmeny alveolarnej plochy a nie poruchu jeho funkcie.

2.5.4 Funk¢ény vyznam organizicie surfaktantu pre mechaniku plic

Vztah medzi povrchovym napétim, alveolarnou stabilitou, poddajnostou pltec, tlakovo-
objemovou krivkou a pracou dychania bol podrobnejsie vysvetleny v kapitole 1.5. Struktirna
organizicia a dynamické spravanie surfaktantu opisané v predchadzajicich castiach
predstavuji molekularny a biofyzikdlny zaklad, prostrednictvom ktorého surfaktant tieto
mechanické vlastnosti pl'ic ovplyviiuje.

Kl'acovym mechanizmom je schopnost’ surfaktantového filmu menit’ povrchové napitie
v zévislosti od velkosti alveolarneho povrchu. Pri zmenSovani alveolarnej plochy sa film
komprimuje a povrchové napitie klesa, ¢im sa obmedzuje tendencia alveoldrnych jednotiek ku
kolapsu pri nizkych pl'aicnych objemoch. Pri zvd¢Sovani alveoldrneho povrchu sa film opdtovne
rozprestiera a dopliia materialom zo subpovrchového rezervoara. Dynamickd vymena medzi
povrchovou monovrstvou a subpovrchovymi Strukturami tak umoznuje zachovat funkciu

surfaktantu pocas opakovanych dychovych cyklov.
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Znizenie povrchového napétia redukuje zlozku elastického spatného tahu plic, ktora vznika na
rozhrani vzduch — tekutina. Doésledkom je zvySenie poddajnosti plic a znizenie tlaku
potrebného na dosiahnutie urcitej zmeny plicneho objemu. Sucasne sa znizuje mechanicka
praca potrebna na ventilaciu.

Dynamické zmeny povrchového napitia pocas nadychu a vydychu sa podielaji aj na
rozdielnom priebehu mechanickych vlastnosti plic v jednotlivych fazach dychového cyklu.
Spolu s viskoelastickymi vlastnostami plicneho tkaniva a otvdranim a uzatvaranim
alveolarnych jednotiek prispievaju k hysteréze tlakovo-objemovej krivky plic (obr. 17).
Organizacia surfaktantu na alveolarnom rozhrani tak prepdja molekuldrne vlastnosti jeho
lipidovych a proteinovych zloziek s mechanickou stabilitou alveol, poddajnostou pltc a

energetickou efektivnostou dychania.
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Obrazok 17 Vztah medzi objemom pliic, transpulmonalnym tlakom a povrchovym napdtim pocas inflacie a
deflacie pluc. (A) Tlakovo-objemova (P-V) krivka pri postupnej inflacii a naslednej deflacii. Objem pliic sa
menil po krokoch a po kazdom kroku bol kratko udrziavany konstantny, aby sa systém priblizil k rovnovaznemu
stavu. Casovo zavisld relaxdacia tlaku pri konstantnom objeme, sivisiaca s reorganizdciou surfaktantového filmu,
sa na krivke prejavuje ako malé ,,zuby “. (B) Vztah medzi povrchovym napdtim surfaktantového filmu (y) a
objemom pluc. Pocas inflacie sa alveolarny povrch zvicsuje a surfaktantovy film sa prechodne ,,zrieduje*, co
vedie k vzostupu povrchového napdtia; nasledna adsorpcia surfaktantu ho znizuje. Pocas exspiria kompresia
surfaktantového filmu umoziiuje vyrazny pokles povrchového napdtia. Vertikalna ciara oznacuje pribliznu
rovnovaznu hodnotu povrchového napdtia (y EQ = 28 dyn/cm). Obrdzok znazornuje hysterézu medzi infldaciou a
deflaciou a jej suvis s dynamikou surfaktantového filmu. Poznamka: Povodny zdroj uvadza povrchové napdtie v
Jjednotkach dyn/cm, ktoré sit numericky ekvivalentné jednotkam mN/m pouzivanym v sustave SI (1 dyn/cm = 1
mN/m) (zdroj Smith a Stamenovic, 1986).
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2.6 Distribucia, heterogenita a pohyb surfaktantu v plicach

2.6.1 Heterogenita surfaktantu v pl'icach

Pltcny surfaktant je cCasto opisovany ako homogénna fosfolipidovo-proteinova vrstva
pokryvajica alveoldrny povrch. V plicach vSak surfaktantovy systém vykazuje vyrazna
priestorovu aj Strukturdlnu heterogenitu. Této heterogenita sa prejavuje na viacerych turovniach,
od regionalneho rozlozenia surfaktantu v réznych ¢astiach pl'ic cez rozdiely medzi alveolarnym
a bronchialnym prostredim az po variabilitu v organizécii surfaktantovych agregatov.
Distribucia surfaktantu je ovplyvnend anatomickou architektirou pltc, gravitatnymi silami,
mechanickymi vlastnostami alveolarnej steny, vlastnostami samotného surfaktantu (napr.
schopnost’ rozptylovat’ sa po povrchu alveol) a dynamikou ventildcie. V désledku tychto
faktorov sa surfaktant neustidle presiva medzi jednotlivymi segmentami plic a medzi
povrchovou vrstvou a hypofazou. Zarovenn sa v dosledku tychto faktorov modze medzi
jednotlivymi castami pltc liSit koncentracia surfaktantu, jeho molekularne zlozenie aj
biofyzikalna aktivita.

Regionélne rozdiely v distribucii a funkcii surfaktantu maji vyznamné fyziologické dosledky.
Lokalne zvysenie povrchového napétia moze viest' k nestabilite alveol, podporovat’ vznik
atelektdz a menit’ mechanické vlastnosti pl'icneho parenchymu. Heterogénna distriblcia
surfaktantu sa zaroven povazuje za jeden z mechanizmov prispievajicich k rozvoju
ventilatorom indukovaného poskodenia plic a mdze ovplyviiovat ucinnost exogénne

podaného surfaktantu.

Regionalne rozdiely medzi apikdlnymi a bazalnymi oblastami pltc

Jednym z hlavnych zdrojov regionalnej variability surfaktantu su gravitatne podmienené
rozdiely v mechanike pl'tic. V stoji alebo v sede je transpulmonélny tlak vyssi v apikalnych
Castiach pltc, preto st alveoly v tychto oblastiach uz pri funkénej rezidualnej kapacite viac
rozvinuté. Naopak, alveoly v bazalnych oblastiach majii mensi objem a pocas dychania sa ich
objem meni vyraznejSie.

Tieto mechanické rozdiely ovplyviiuji aj spravanie surfaktantového filmu. V bazalnych
oblastiach, kde alveoly pocas kazdého dychu prechiadzaju vacsimi zmenami objemu, je
surfaktant vystaveny intenzivnej$im cyklom kompresie a expanzie. V apikalnych oblastiach st
zmeny alveolarneho objemu menSie, a preto st aj mechanické naroky na surfaktantovy film
odlisné. V doésledku toho dochadza k menSej reorganizacii surfaktantovej monovrstvy a

k mensej mobilizacii lipidov z hypofazy. Surfaktantovy systém je v tychto oblastiach preto
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dynamicky menej aktivny nez v bazalnych castiach pluc, kde vécsie zmeny alveolarneho
objemu vyzaduju intenzivnejSiu reorganizaciu a redistribiciu surfaktantu pocas kazdého
respiratného cyklu. Regionalne rozdiely v alveolarnej mechanike sa tak premietaji

do rozdielov v lokélnej organizécii a funkcii surfaktantu.

Rozdiely medzi alveoldrnym a bronchialnym prostredim

Heterogenita surfaktantu sa prejavuje aj medzi jednotlivymi segmentami pl'uc. V alveolarnom
priestore ma surfaktant optimalne vlastnosti pre regulaciu povrchového napitia pri cyklickych
zmendch objemu alveol. Jeho =zlozenie je charakterizované vysokym podielom
fosfatidylcholinu, najmi DPPC, a pritomnost’ou SP-B a SP-C.

V terminalnych bronchioloch sa nachddza surfaktantovy material s odliSnym zloZenim, ide
o surfaktant dychacich ciest. Okrem materidlu transportované¢ho z alveol prispievaju k jeho
zloZeniu aj sekrecné epitelové bunky bronchiolov , ktoré produkuji niektoré surfaktantové
proteiny, najmd SP-A a SP-D. V doésledku kontaktu s hlienom a bronchidlnym sekrétom
obsahuje tento surfaktant vyssi podiel proteinov, glykoproteinov a mucinovych komponentov.
Surfaktant v tejto oblasti prispieva k najma stabilizacii lumen dychacich ciest po¢as vydychu a

podiela sa na mukocilidrnom transporte.

Heterogenita lipidového zloZenia

Analyza surfaktantovych fosfolipidov ukazuje, Ze v ich molekularnom zloZeni st regionalne
rozdiely. Tykaji sa pomeru medzi jednotlivymi typmi fosfolipidov, napriklad medzi
fosfatidylcholinom, fosfatidylglycerolom a d’al§imi aniénovymi fosfolipidmi, pricom tieto
rozdiely ovplyviuju fyzikalne vlastnosti surfaktantového filmu, najmé jeho schopnost’ vytvarat’
kondenzované domény pri kompresii.

Této regionalna heterogenita je pravdepodobne vysledkom kombinacie viacerych faktorov,
vratane rozdielnej aktivity pneumocytov II. typu, regiondlnych rozdielov vo ventildcii a

lokalneho metabolizmu surfaktantu.

2.6.2 Heterogenita surfaktantovych agregatov

Alveolarny surfaktant existuje ako subor lipidovo-proteinovych agregatov, ktoré sa liSia
velkostou, ultrastruktirou a biofyzikalnou aktivitou. Rozvoj biochemickych metodik pri
vyskume surfaktantu v minulosti umoznil rozdelenie surfaktantu na dve hlavné frakcie: velké

agregaty (large aggregates, LA) a mal¢ agregaty (small aggregates, SA). Tento systém zahtiia
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r6zne formy surfaktantu od vysoko povrchovo aktivnych §truktir aZ po menej aktivne alebo

degradované frakcie.

Velké agregaty (LA)

Velké agregity predstavuju biofyzikdlne najaktivnejSiu frakciu surfaktantu, ktord je
zodpovedna za jeho schopnost” dosahovat” velmi nizke hodnoty povrchového napétia pocas
dychového cyklu. Morfologicky zahfiiaji najmd multilamelarne Struktary, tubularny myelin a
dalSie vysoko organizované lipidovo-proteinové komplexy. Tieto Struktury vznikaja
po exocytoze lamelarnych teliesok a predstavuju bezprostredny zdroj materidlu pre tvorbu
povrchovej monovrstvy.

Z hladiska zloZenia st vel'ké agregaty charakterizované vysokym obsahom fosfolipidov, najma
DPPC, a pritomnost'ou SP-B a SP-C. Vel'ké agregaty sa preto povazujl za zasobaren funkéného

surfaktantu.

Malé agregaty (SA)

Malé agregaty predstavuju frakciu surfaktantu s vyrazne nizSou biofyzikdlnou aktivitou. Ide o
mensie lipidové vezikuly a menej organizované lipidovo-proteinové Struktary, ktoré vznikaji
postupnou reorganizaciou velkych surfaktantovych agregatov poc€as opakovanych dychovych
cyklov.

Mechanizmus tejto reorganizicie je Uzko viazany na cyklicki kompresiu a reexpanziu
surfaktantového filmu pocas dychania. Opakované zmeny plochy vedud k postupnému
uvolnovaniu lipidov z povrchovej monovrstvy a k prestavbe multilamelarnych Struktar na
mensie agregaty. Tento prechod je sprevadzany relativnym poklesom obsahu SP-B a SP-C a
znizenim schopnosti tychto Struktir opatovne vytvorit’ stabilny povrchovy film. Sa selektivne
vychytavané pneumocytmi II. typu, kde mozu vstupovat do recyklaénych drah alebo su

degradované alveolarnymi makrofagmi.

Dynamické rovnovaha medzi vel'kymi a malymi agregatmi

Pomer medzi velkymi (LA) a malymi agregidtmi (SA) predstavuje dolezity ukazovatel
funkéného stavu surfaktantového systému. Za fyziologickych podmienok prevladaju
vo funkéne aktivnej frakcii surfaktantu vel'ké agregaty, ktoré obsahuju vyssi podiel fosfolipidov
a surfaktantovych proteinov a vykazuji vysokt schopnost’ rychlo sa adsorbovat’ na rozhranie

vzduch — tekutina a znizovat’ povrchové napitie.
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Pocas opakovanych dychovych cyklov dochddza k postupnej prestavbe extracelularneho
surfaktantu a k transformaécii Casti velkych agregatov na menSie, menej povrchovo aktivne
formy. Tento proces predstavuje sucast’ prirodzeného obratu surfaktantu. Malé agregaty su
nasledne odstraiované z alveolarneho priestoru alebo sa ich zlozky recykluji, pricom
vyznamnu Ulohu zohravaji pneumocyty II. typu a alveoldrne makrofagy. Straty funkcéne
aktivneho surfaktantu su za fyziologickych podmienok kompenzované jeho syntézou,
intracelularnym skladovanim a uvolflovanim z pneumocytov II. typu. Tym sa udrziava
dynamicka rovnovaha medzi tvorbou, prestavbou, recyklaciou a degradaciou surfaktantovych
komponentov.

Pri patologickych stavoch sa tato rovnovaha mdze narusit’ a posunit’ smerom k zvySenému
zastipeniu malych agregatov. Takyto posun bol pozorovany napriklad pri akiitnom poskodeni
pl'ic a ARDS, pri vyraznej alveolarnej zapalovej odpovedi alebo pri pdsobeni latok schopnych
surfaktant inaktivovat. K poruche funkcie prispieva aj prienik plazmatickych proteinov
do alveoldrneho priestoru pri zvySenej permeabilite alveolokapilarnej membréany, ako aj
posobenie enzymov a oxidanych procesov, ktoré moézu menit' Strukturu lipidovych a
proteinovych zloziek surfaktantu.

Zvysenie podielu SA a sticasny pokles LA frakcie vedu k zniZeniu celkovej povrchovej aktivity
surfaktantového systému. Film sa pomalSie obnovuje na alveolarnom rozhrani a pri kompresii
dosahuje vyssie hodnoty povrchového napétia. Dosledkom je zniZen4 stabilita alveol, zvySena
tendencia k ich kolapsu pri nizkych pl'icnych objemoch a zvySenie prace potrebnej na opdtovné
otvorenie nestabilnych alveolarnych jednotiek. Pomer LA/SA preto odraza nielen mnozstvo

surfaktantu v alveolarnom priestore, ale predovsetkym jeho funkény a metabolicky stav.

2.6.3 Surfaktant v dychacich cestach

Lipidovo-proteinové zlozky surfaktantu boli identifikované aj v epitelovej tekutine
bronchidlneho stromu, vratane termindlnych a respiracnych bronchiolov. Tento tzv.
bronchialny surfaktant méa odliSné zlozenie a plni ¢iastocne odlisné fyziologické funkcie ako

surfaktant v alveolach.

Bronchialny surfaktant
V dychacich cestach tvori tekutinu pokryvajiicu povrch epitelu pericilidarna vrstva a nad fiou
ulozend mukozna vrstva. V klasickom modeli sa tieto zlozky oznacovali ako sol a gél. Sucasné

predstavy vSak opisuju periciliarnu vrstvu skor ako organizovani makromolekulovu Struktiru
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tvorentl vodnym prostredim, membranovo viazanymi mucinmi a d’al§imi glykoproteinmi.
Tento tzv. model gel-on-brush vysvetl'uje oddelenie mukoéznej vrstvy od povrchu epitelu a
vytvara vhodné prostredie pre pohyb riasiniek.

Surfaktantové lipidy su pritomné aj v konduktivnej Casti dychacich ciest. Surfaktant sa
nachddza na rozhrani vzduch — tekutina, priCom surfaktantové fosfolipidy a membranové
Struktary boli identifikované aj v tekutine pokryvajicej epitel. Surfaktant tak prispieva
k reguléacii povrchového napdtia, stabilite malych dychacich ciest a moéze ovplyviiovat
reologické vlastnosti hlienu a mukociliarny transport.

Hlavnym miestom syntézy plucneho surfaktantu si alveolarne pneumocyty II. typu. Cast’
surfaktantového materialu pritomného v dychacich cestach pravdepodobne pochadza
z alveolarneho priestoru, niektoré jeho zlozky vSak vznikaju aj lokalne v epiteli dychacich ciest.
Club bunky produkujt viaceré surfaktantové proteiny, najmé SP-A, SP-D a prekurzor SP-B,
zatial' ¢o syntéza SP-C je charakteristickd predovSetkym pre pneumocyty II. typu. Lokélna
syntéza a uvolnovanie fosfolipidovych komponentov boli preukdzané aj v epiteli dychacich
ciest.

Mensia Cast’ surfaktantového materialu sa postupne presuva z periférnych oblasti pl'ic smerom
do proximalnejsich dychacich ciest a nasledne sa mdze odstranit’ mukocilidrnym transportom.
K tomuto pohybu moézu prispievat povrchové sily, gradienty povrchového napitia a
mechanické zmeny sprevadzajuce dychanie.

Zlozenie surfaktantového materidlu v dychacich cestach nie je totozné¢ vo vsetkych jeho
zlozkach s funkéne aktivnym alveolarnym surfaktantom. Fosfolipidové zloZenie moze byt
velmi podobné, avSak surfaktant izolovany z dychacich ciest vykazuje nizSiu schopnost’
dosahovat’” velmi nizke povrchové napitie a nizSie zastiipenie niektorych surfaktantovych
proteinov, najmid SP-B a SP-C. V dychacich cestach sa preto popri biofyzikalnej funkcii
surfaktantu vyraznejSie uplatiuji jeho tulohy pri stabilizacii malych dychacich ciest,

mukocilidrnom transporte a lokélnej imunitnej obrane.

Funkcia bronchialneho surfaktantu

Jednou z délezitych funkcii bronchidlneho surfaktantu je moduldcia vlastnosti tekutinovej
vrstvy pokryvajucej epitel dychacich ciest. Pritomnost’ fosfolipidov znizuje povrchové napitie
tekutinového filmu, zabranuje jeho vysychaniu a ovplyviiuje interakciu medzi fdzou sol a gél.
Tymto sposobom surfaktant prispieva k stabilite tekutinového filmu a k optimalizécii
podmienok pre pohyb riasiniek. Zmeny v zlozeni bronchidlneho surfaktantu mézu ovplyvnit

viskoelastické vlastnosti hlienu a tym aj efektivitu mukocilidrneho transportu.
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Okrem mechanickej funkcie sa v dychacich cestich uplatiiuje aj imunologickd aktivita
surfaktantovych proteinov. Proteiny SP-A a SP-D sa podielaji na rozpoznavani
mikroorganizmov a moduluju lokalnu zapalovii odpoved, ¢im prispievaju k obrannym
mechanizmom respiracného epitelu.

Pritomnost’ surfaktantu v dychacich cestach tak rozsiruje funkény vyznam surfaktantového
systému nad rdmec alveolarnej mechaniky, pri¢om sa tento systém podiel’a aj na transportnych

a obrannych mechanizmoch respira¢ného epitelu.

2.6.4 Pohyb surfaktantu v pl'icach

Po uvolneni do alveolarneho priestoru sa surfaktant redistribuuje medzi jednotlivymi alveolami
a medzi roznymi fdzami alveolarnej tekutinovej vrstvy, ako aj medzi alveolami a dychacimi
cestami, pripadne sa pohybuje d’alej v dychacich cestach. Tento transport je sprostredkovany
kombinaciou fyzikdlnych mechanizmov, ktoré pdsobia na rozhrani vzduch — tekutina aj
v hypofaze. Pohyb surfaktantu je ovplyvneny najma gradientmi povrchového napdtia, pradenim
alveolarnej tekutiny a mechanickymi deforméciami alveol pocas ventilacie. Tieto procesy
zabezpecuju redistribuciu surfaktantovych lipidov medzi jednotlivymi alveolami a prispievaju
k vyrovnavaniu lokélnych rozdielov v povrchovom napiti, ¢im udrziavaju funként stabilitu

alveolarneho systému.

Objemové prudenie alveolarnej tekutiny

Jednym zo zakladnych mechanizmov transportu surfaktantu je pradenie epitelovej tekutinovej
vrstvy alveol oznaCované ako objemové prudenie (bulk flow). Pohyb tekutiny mdze byt
vyvolany rozdielmi v alveolarnom tlaku, regiondlnymi zmenami ventilacie alebo
mikroskopickymi pohybmi alveolarnych stien poc¢as dychového cyklu.

Tento proces vedie k presunu surfaktantovych agregatov a lipidovych vezikul v hypofaze.
Objemové pradenie tak prispieva k redistribucii surfaktantu medzi susediacimi alveolami a

mdze ovplyviovat’ lokdlnu koncentraciu surfaktantu.

Marangoniho prudenie

Vyznamnym mechanizmom transportu surfaktantu po alveolarnom povrchu je Marangoniho
prudenie, ktoré vznikd v dosledku gradientov povrchového napitia. Ak existuje rozdiel
v povrchovom napiti medzi dvoma oblast’ami, tekutina sa pohybuje smerom od oblasti s nizSim

povrchovym napétim k oblasti s vy$§im povrchovym napitim. Tento mechanizmus umoziiuje
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rychlu redistribuciu lipidov surfaktantu na rozhrani vzduch — tekutina. Marangoniho prudenie
mdze pomahat vyrovnavat lokdlne rozdiely v koncentracii surfaktantu a stabilizovat

alveolarny povrch.

Kapilarne viny

Zatial' ¢o Marangoniho a objemové pridenie zabezpe€uju transport na ,,dlhé* vzdialenosti,
kapilarne vlny sa uplatiiuji na mikrotrovni. Ide o mikroskopické deformacie povrchovej
vrstvy, ktoré vznikaji v dosledku dynamickych zmien povrchového napitia a mechanickych
pohybov steny alveol pri dychani. Kapildrne viny mo6zu podporovat’ redistribticiu lipidov
v povrchovej monovrstve a ulahCovat’ reorganizaciu surfaktantu po kompresii alebo expanzii
alveolarneho povrchu. Ich vyznam spociva najmd v mikroskopickej reorganizacii

surfaktantového filmu pocas dychovych cyklov.

2.6.5 Mechanicke faktory redistriblicie surfaktantu

Distribucia surfaktantu v plicach je Uzko prepojend s mechanikou alveol. Alveoly tvoria
prepojenu siet, v ktorej deformécia jednej Struktury ovplyviiuje mechanické podmienky
susednych alveol. Zmeny alveolarneho objemu, lokalne rozdiely vo ventilacii a cyklické
otvaranie (recruitment) a kolaps (derecruitment) alveol preto vyznamne ovplyviuju

redistribuciu surfaktantu na povrchu alveol.

Vztah medzi alveolami

Vztah medzi alveolami (alveolarna interdependencia) je fyziologicky mechanizmus v plicach,
pri ktorom si susediace alveoly poskytuju vzajomnu mechanickii oporu prostrednictvom
spolo¢nych stien, spolo¢nych sept a elastickych vldkien plicneho parenchymu. To znamena,
ze zmena objemu jednej alveoly ovplyviiuje mechanické napitie v jej okoli. Ak sa lokalne znizi
objem alebo dojde ku kolapsu alveoly, susedné¢ alveoly st vystavené zvySenému
mechanickému napétiu.

Tieto interakcie ovplyviiuju aj spravanie surfaktantového filmu. Pri nerovnomernej distenzii
alveol moéze dochddzat k redistribucii surfaktantu medzi susediacimi alveolami alebo
k lokalnym zmendm v jeho koncentracii na povrchu surfaktantového filmu. Mechanicka

zavislost’ tak predstavuje dolezity faktor pri udrziavani stability alveolarneho systému.
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Recruitment a derecruitment alveol

Dal§im vyznamnym mechanickym faktorom je cyklické otvaranie a zatvaranie alveol,
oznacované ako recruitment a derecruitment. Tieto cykly vyrazne ovplyviuju distribiciu
surfaktantu. Pri kolapse (derecruitment) alveol sa moze surfaktant presunut’ do susednych
oblasti alebo sa vytla¢i z povrchového filmu do hypofazy. Pri naslednom otvoreni alveol nemusi
dojst’ k optimalnej obnove surfaktantovej monovrstvy na rozhrani vzduch-tekutina, o vedie k
docasnému zvySeniu povrchového napitia. Opakované striedanie recruitmentu a

derecruitmentu mézu preto narusat’ stabilitu surfaktantového filmu.

2.6.6 Dosledky heterogenity surfaktantu
Heterogénna distriblicia surfaktantu ma viaceré dosledky:

- Regionalne zvySenie povrchového napitia: lokalne zniZenie koncentracie alebo
funkénej aktivity surfaktantu vedie k zvySeniu povrchového napitia. To zvysuje
tendenciu alveol kolabovat’ a prispieva k nerovnomernej ventilacii plic.

- Alveolarna nestabilita: rozdiely v povrchovom napdti medzi susediacimi alveolami
zvySuju mechanické napétie v alveolarnych septdch a moézu prispievat’ k poSkodeniu
alveolarneho epitelu.

- Ventilatorom indukované poskodenie plic: heterogénne mechanické vlastnosti pltic
vedu k nerovnomernej distribucii ventilacie, ¢o moze viest k mechanickému
poskodeniu plicneho parenchymu. Tomuto mechanizmu sa podrobnejSie venuje
nasledujuca kapitola.

- Limitacie surfaktantovej terapie: pri podani exogénneho surfaktantu nemusi dojst’ k jeho
rovnomernej distribucii. Kolabované alebo tekutinou zaplavené alveoly mozu zostat’
nedostupné pre podany surfaktant, ¢o vedie k nerovnomernej obnove surfaktantového

filmu
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2.7 Patofyziologia surfaktantu

Plicny surfaktant predstavuje kli¢ovy faktor stability alveoldrneho systému a efektivnej
mechaniky pl'ic. Poruchy jeho syntézy, sekrécie, Strukturdlnej integrity alebo funk¢énej aktivity
vedu k vyraznym zmendm povrchového napétia a nasledne k poruchdm ventilacie a vymeny
plynov. V patologickych stavoch mdze byt’ pl'icny surfaktant znizeny kvantitativne, zmeneny
vo svojom zloZeni alebo funkéne inaktivovany pritomnostou plazmatickych proteinov,
zapalovych medidtorov ¢i produktov oxida¢ného stresu.

Tieto zmeny vedu k zvySeniu povrchového napétia na alveolarnom rozhrani, o sa prejavuje
poklesom pl'icnej poddajnosti, zvySenim mechanickej prace dychania a zvySenou tendenciou
alveol ku kolapsu pocas exspiria. Nasledna heterogenita ventilacie podporuje vznik ventilacno-
perfuznej nerovnovahy a zhorSuje oxygenaciu krvi. Poruchy surfaktantového systému tak
predstavuju jeden zo zakladnych patofyziologickych mechanizmov viacerych plicnych
ochoreni.

Z hladiska mechanizmu vzniku ochorenia mozno poruchy surfaktantu rozdelit’ do niekol’kych
zakladnych kategorii. Prvou je primarny deficit surfaktantu, ktory vznikd najmi v dosledku
nedostatocnej maturacie pneumocytov Il. typu a je typicky pre syndrom respiracnej tiesne
novorodencov (RDS). Druht skupinu predstavuje sekundarna dysfunkcia surfaktantu, ktora
vznikéd pri poskodeni surfaktantu alebo poSkodeni alveoldrneho epitelu a zdpalovej reakcii
v plucach, napriklad pri akutnom syndrome respiracnej tiesne (ARDS). Tret'ou skupinou st
geneticky podmienené poruchy surfaktantového systému spdsobené mutdciami génov
kédujucich surfaktantové proteiny alebo transportné mechanizmy zodpovedné za tvorbu
lamelarnych teliesok. Vo vSetkych tychto pripadoch dochddza k naruseniu jemnej rovnovahy

medzi syntézou, organizaciou a funkciou surfaktantového filmu na povrchu alveol (obr. 18).

90



PNEUMOCYT I TYPU 1 = l 2% ]
—_ Kolaps
¢
( g Nedostatok s alveo'V
ALVEOLA RNY surfaktantu 0
N VZDUSNY PRIESTOR ez suraia .
VRSTVA L u novorodencov
Q RDS Pogkodenie surfaktantu pri MAS
b ; ~ ()vzZDUcH
ALVEOLARNY I l::. Wil N
MAKROFAG sy 5 VODNA
o /02 \@m-..r/é o VRSTVA
PNEUMOCYT II. TYPU B v N et e
SURFAKTANTOVY FILM \\ - ..mwg“
] e =
: vZbuch \ o5 focomssecvoes
B \ v ‘ oF
.‘ 3 Do ‘. ( Inaktivacia vysené priepustiet
\ ¢Q£¢(‘  H0COCD VODNA surfaktangy” | bariérya Poskodenie surfaktantu pri ARDS
SP-B [ = VRSTVA \ prof e VIDUGH o s v
720 9 . AZ < :
< m" Chol | - Fibrinova S 9 VODUCH
@' j’”:’“ / 3. L siet INAKTIVOVANE/AGREGOVANE  VODNA
o = NS Fibrin PROTEINY VRSTVA
® 5 & = = ..mmga,?
S SP-C Proteszy  Myalimné . 5, peososescoec boed
- membrany ¥
Zdrava alveola MAS / ARDS .

Obrazok 18 Schéma alveol za fyziologickych (A) a patologickych (B) podmienok. Prava cast obrazka zobrazuje
detail hlavnych znakov poruchy surfaktantu pri syndrome respiracnej tiesne (RDS) u novorodencov, syndrome
akutnej respiracnej tiesne (ARDS) a syndrome aspiracie mekonia (MAS) (upravené podla Echaide et al., 2017).

2.7.1 Primérny deficit surfaktantu

Syndrom respiracnej tiesne (Respiratory distress syndrome, RDS) je spdsobeny primarnym
deficitom plicneho surfaktantu. Vznika u nedonosenych novorodencov, u ktorych este nedoslo
k dozretiu pneumocytov II. typu. Vysledkom je nezrely surfaktant, resp. jeho nedostatocné
mnozstvo. V doésledku toho je povrchové napitie na alveolarnom rozhrani vyrazne zvysené, ¢o
zasadne meni mechanické vlastnosti pluc.

Produkcia surfaktantu pocas fetdlneho vyvoja postupne narasta v tretom trimestri gravidity,
priCom vyznamny nérast syntézy fosfatidylcholinu, najmi DPPC, nastava priblizne po 32.-34.
tyzdni gestacie. U predCasne narodenych deti je tento proces Casto nedokonceny, o vedie
k nedostatocnej tvorbe funkéného surfaktantu. Okrem nizkej koncentracie surfaktantu mdze
byt pritomnd aj nezrelost’ lamelarnych teliesok a nedostato¢na expresia surfaktantovych
proteinov.

Zvysené povrchové napitie v alveolach vedie k vyraznému narastu elastického odporu pluc.
Podrla Laplaceovho zdkona je tlak potrebny na udrzanie otvorenej alveoly nepriamo umerny jej
polomeru a priamo umerny povrchovému napitiu. Pri nedostatku surfaktantu sa malé alveoly
stdvaju mechanicky nestabilnymi a pocas exspiria maji zvySenl tendenciu k uzatvaraniu a
derecruitmentu. vedie k vzniku

Opakovany alebo pretrvavajuci alveolarny kolaps

91



atelektatickych oblasti a k vyraznému znizeniu funk¢nej rezidualnej kapacity pluc. Pokles
poctu ventilovanych, ale nad’alej perfundovanych alveol prehlbuje heterogenitu ventilacie a
vedie k vyraznej ventilacno-perfiznej nerovnovahe.

Cast’ plicneho parenchymu zostiva neventilovand, zatial' ¢o perfiizia v tychto oblastiach
pretrvava. Vysledkom je vznik plicnych skratov a progresivne zhorSovanie oxygenacie krvi.
Hypoxémia nasledne podporuje vazokonstrikciu v plicnej cirkulédcii a mdze viest’ k zvySeniu
pl'ucneho vaskuldrneho odporu. Zvysené povrchové napitie a nizka pl'icna poddajnost’ zaroven
vyrazne zvySuju pracu dychania. Novorodenec musi generovat’ vysoké transpulmonalne tlaky,
aby dokéazal otvorit kolabované alveoly. Tento mechanizmus vedie k rychlej Unave
respiracnych svalov a k progresii respiraného zlyhania.

Charakteristickym morfologickym nalezom pri RDS je tvorba hyalinnych membran
na alveolarnom povrchu. Tieto Struktary vznikaju v désledku poskodenia alveolarneho epitelu
a extravazéacie plazmatickych proteinov do alveolarneho priestoru. Depozicia fibrinu a
bunkového detritu nasledne vytvara na alveolarnom povrchu membrany, ktoré eSte viac
zhorsuju difuziu plynov a funkciu surfaktantu.

Pochopenie patofyziologického mechanizmu RDS viedlo k vyvoju Gi€innej terapie zaloZenej na
podavani exogénneho surfaktantu. Této lieCba umoziuje rychlu obnovu surfaktantového filmu
na alveolarnom rozhrani, znizuje povrchové napétie a vedie k vyraznému zlepseniu plicnej
poddajnosti a naslednej oxygenacie. Predstavuje jeden z najispesnejsich prikladov uplatnenia

zakladného fyziologického vyskumu v klinickej praxi.

2.7.2 Sekundarna dysfunkcia surfaktantu

Na rozdiel od neonatalneho RDS, ktory je spdsobeny primarnym deficitom surfaktantu, je pri
akutnom syndréme respiracnej tiesne (ARDS) surfaktantovy systém poSkodeny sekundarne
v dosledku rozsiahleho zépalového a Strukturdlneho poskodenia alveolokapildrnej membrany.
ARDS predstavuje zavaznu formu akutneho poskodenia plic, ktord mdze vzniknuat pri roznych
klinickych stavoch ako su sepsa, pneumonia, aspiracia Zalaidocného obsahu, polytrauma alebo
systémova zapalova odpoved'.

Patofyziologia ARDS je -charakterizovand zvySenou permeabilitou alveolokapilarnej
membrany, ¢o vedie k prenikaniu tekutiny s obsahom plazmatickych proteinov do alveolarneho
priestoru. Vysledkom je vznik alveoldrneho edému bohatého na plazmatické proteiny, ktory

zasadne meni chemické aj biofyzikdlne vlastnosti surfaktantového systému. Mechanizmy,
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ktorymi plazmatické proteiny narisaju jeho povrchovu aktivitu, su podrobnejSie opisané
v kapitole 2.7.3.

Okrem priamej inhibicie surfaktantu dochadza pri ARDS aj k vyznamnym zmendm v jeho
zlozeni. Zéapalova reakcia vedie k poSkodeniu pneumocytov II. typu, ¢o znizuje syntézu
surfaktantovych fosfolipidov a proteinov. Sucasne sa meni relativny pomer jednotlivych
lipidov, pricom ¢asto dochadza k poklesu koncentracie DPPC a k relativnemu zvySeniu podielu
nenasytenych fosfolipidov. Zmenené zlozenie mdze zhorsit’ schopnost’ surfaktantu vytvarat
stabilny film s nizkym povrchovym napitim.

Vyznamnu Glohu zohrava aj degradécia surfaktantu prostrednictvom zépalovych mediatorov a
enzymov. Aktivované neutrofily uvolfiuju proteazy, fosfolipazy a reaktivne formy kyslika,
ktoré moézu poSkodzovat fosfolipidy aj surfaktantové proteiny. Oxida¢né procesy vediu
k modifikacii lipidovych molekul a k naruSeniu Struktury surfaktantového filmu. Tieto procesy
d’alej znizuji funkénu aktivitu surfaktantu a prispievaju k destabilizécii alveol.

Dysfunkcia surfaktantu pri ARDS ma vyrazné mechanické dosledky pre plicny parenchym.
Zvysenie povrchového napitia na rozhrani vzduch-tekutina vedie k zniZeniu pltcnej
poddajnosti a k zvyseniu elastického odporu plic. Alveoly maju zvysenu tendenciu ku kolapsu
pocas exspiria, o vedie k vzniku rozsiahlych atelektaz. Sucasne vznika vyrazna heterogenita
ventilacie, pri ktorej sa v pltcach striedaju kolabované, tekutinou vyplnené a relativne
normalne ventilované alveolarne jednotky. Tento stav vytvara vyrazni ventilaéno-perfuznu
nerovnovahu. Oblasti plic s kolabovanymi alebo tekutinou vyplnenymi alveolami zostavaja
perfundované, ale nie ventilované, o vedie k vzniku pl'ucnych skratov a k tazkej hypoxémii.
Stucasne mdze dochadzat’ k opakovanému otvéaraniu a zatvaraniu alveol pocas ventilacie, ¢o
zvySuje mechanické napdtie v alveolarnych stendch a prispieva k dalSiemu poskodeniu
plucneho tkaniva.

Porucha surfaktantového systému tak predstavuje jeden z centrdlnych mechanizmov
patofyzioldgie akutneho syndrému respiracnej tiesne (ARDS). Hoci substitu¢na liecba
exogénnym surfaktantom priniesla vyrazné zlepSenie prognézy u novorodencov s RDS, jej
ucinnost’ u dospelych pacientov s ARDS je menej jednoznacna. Jednym z dovodov je
komplexna povaha dysfunkcie surfaktantu pri ARDS, ktora zahfia nielen jeho deficit, ale aj
jeho kontinudlnu inaktivaciu zépalovym prostredim a rozsiahle posSkodenie alveolarneho

epitelu. Konkrétne limity surfaktantove;j terapie su uvedené v kapitole 3.3.
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2.7.3 Inaktivécia surfaktantu v alveolarnom prostredi

Inaktivacia surfaktantu predstavuje vyznamny patofyziologicky mechanizmus pri viacerych
formach akatneho poskodenia pluc vratane akatneho syndrému respiracnej tiesne (ARDS),
aspiraéného poskodenia pltic obsahom zaludka alebo mekoniom, alebo pri zdvaznych

zapalovych procesoch v plucach.

Inhibicia surfaktantu plazmatickymi proteinmi

Jednym =z najvyznamnejSich mechanizmov inaktivacie surfaktantu je pritomnost’
plazmatickych proteinov v alveolarnom priestore. Pri poSkodeni alveolokapilarnej membrany
prenikajii do alveolarnej tekutiny proteiny ako albumin, fibrinogén, imunoglobuliny alebo
hemoglobin.

Tieto proteiny maju vlastni povrchovu aktivitu a rychlo sa adsorbuju na rozhrani vzduch —
tekutina. Vytvaraju interfacidlnu vrstvu, ktord obmedzuje adsorpciu a rozprestieranie
surfaktantovych lipidov na povrchu a mdze naruSat’ reorganizaciu uz vytvorené¢ho filmu.
Vysledkom je zniZzend schopnost surfaktantu dosahovat a udrziavat nizke hodnoty

povrchového napitia.

Uloha zapalovych mediatorov a enzymov

Zapalova reakcia v plucach vedie k aktivacii neutrofilov, makrofagov a dalSich buniek
imunitného systému, ktoré uvol'nuju Siroké spektrum medidtorov. Medzi najdolezitejSie patria
proteolytické enzymy, fosfolipazy a reaktivne formy kyslika.

Fosfolipazy hydrolyzuju surfaktantové fosfolipidy a vytvaraju produkty, ktor¢ moézu dalej
zhorSovat’ vlastnosti povrchového filmu. Protedzy mozu degradovat’ surfaktantové proteiny,
zatial' ¢o reaktivne formy kyslika spdsobuju peroxidaciu lipidov a oxidacné modifikacie
proteinovych zloziek vratane SP-B a SP-C. Vyznam jednotlivych mechanizmov zavisi od typu
a intenzity posSkodenia, spolo¢ne vSak znizuju adsorpciu, stabilitu a dynamicka funkciu

surfaktantového filmu.

Inaktivacia surfaktantu lipidmi a bunkovym detritom

Pri poskodeni alveolarneho epitelu sa do alveolarneho priestoru uvolfiuju fragmenty
bunkovych membrén, cholesterol a d’alSie lipidové molekuly. Cholesterol je fyziologickou
sucastou surfaktantu, jeho nadmerné zastiipenie alebo naruseny pomer k fosfolipidom vSak
modze menit fluiditu a usporiadanie surfaktantového filmu a znizovat jeho schopnost

dosahovat’ nizke povrchové napitie.
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Okrem lipidov sa v alveolarnej tekutine nachadza aj bunkovy detritus, ktory méze interferovat’
s adsorpciou surfaktantu a zhorSovat’ reorganizaciu surfaktantového filmu pocas dychového
cyklu.

Inaktivacia surfaktantu aspiraciou biologického materialu

Specifickym prikladom inaktivacie surfaktantu je aspiracia biologického materialu, napriklad
zalido¢ného obsahu alebo mekoénia. Mekonium obsahuje vysoké koncentradcie mastnych
kyselin, zlcovych kyselin a dalSich molekal, ktoré vyrazne naruSuji organizaciu
surfaktantového filmu. Tieto latky interferuju s lipidovou monovrstvou a brania jej kompresii

pocas exspiria, ¢o vedie k zvyseniu povrchového napétia v alveolach.

2.7.4 Genetické poruchy surfaktantového systému

Popri sekundarnych poruchach funkcie plicneho surfaktantu existuju aj zriedkavé geneticky
podmienené ochorenia, ktoré su spdsobené mutaciami génov kddujucich surfaktantové proteiny
alebo proteiny podielajuce sa na intracelularnom transporte fosfolipidov v pneumocytoch II.
typu. Tieto poruchy vedu k zdvaznym zmenam v syntéze, spracovani alebo sekrécii sti¢asti
surfaktantu a mézu spdsobovat’ tazké formy respiracného zlyhania uz v neonatdlnom obdobi
alebo progresivne intersticialne pl'icne ochorenia v detstve a dospelosti. Ich diagnostika si ¢asto
vyzaduje kombinaciu genetického vySetrenia, histologického vySetrenia plicneho tkaniva a
analyzy surfaktantovych proteinov. Stdium tychto ochoreni vyznamne prispieva k pochopeniu
molekularnych mechanizmov syntézy, transportu a funkcie plucneho surfaktantu. Zaroven
poskytuje dolezité informacie pre vyvoj novych terapeutickych pristupov vratane génovej

terapie alebo cielenej farmakologickej moduléacie surfaktantového systému.

Deficit surfaktantového proteinu B

NajcastejSou pricinou nedostatku surfaktantového proteinu B (SP-B) st mutécie génu SFTPB,
ktory koduje SP-B. Ide o najzavaznejsie genetické poruchy surfaktantu. SP-B zohrava z4sadnu
ulohu pri organizacii lipidovych membran a pri tvorbe stabilného surfaktantového filmu na
rozhrani vzduch-tekutina. Uplna absencia funkéného SP-B vedie k zavaznej poruche tvorby
lamelarnych teliesok a k vyrazne zniZenej schopnosti surfaktantu adsorbovat’ sa na alveolarne
rozhranie. Klinicky sa tento stav prejavuje tazkym respiracnym zlyhanim kratko po narodeni,
ktoré je zvycCajne refraktérne na Standardnu liecbu vratane podania exogénneho surfaktu. Bez

transplantacie pl'uc je toto ochorenie vo vécsine pripadov letalne.
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Zmeny surfaktantového proteinu C

Mutacie génu SFTPC, ktory koduje surfaktantovy protein C (SP-C), maju odlisny
patofyziologicky mechanizmus. Na rozdiel od nedostatku SP-B nejde primdrne o absenciu
funkéného proteinu, ale o poruchu jeho spracovania v endoplazmatickom retikule pneumocytov
II. typu. Mutované formy proSP-C maju tendenciu nespravne sa skladat’, ¢o vedie k akumulacii
proteinu v bunkach a k aktivacii mechanizmov bunkového stresu. Chronické poskodenie
pneumocytov II. typu nasledne vedie k rozvoju intersticidlneho pl'icneho ochorenia. Klinicka
manifesticia je variabilna a méze sa pohybovat’ od miernych respiracnych symptémov az po

progresivnu pl'icnu fibrézu.

Deficit transportéra ABCA3

Transportér ABCA3 (ATP-binding cassette transporter A3) je membranovy protein
lokalizovany v membrane lamelarnych teliesok pneumocytov II. typu. Jeho hlavnou funkciou
je transport fosfolipidov do lamelarnych teliesok, kde sa formuju surfaktantové lipidové
agregaty. Mutacie génu ABCA3 vedu k poruche intracelularneho transportu fosfolipidov a k
zmenenej Strukture lamelarnych teliesok. Vysledkom je nedostato¢nd tvorba funkéného
surfaktantu. Klinicky obraz sa moze lisit’ od tazkého respiraéného zlyhania u novorodencov

podobného RDS az po chronické intersticialne ochorenia plic v detskom veku.

Poruchy transkripénej regulacie surfaktantu

Niektoré genetické poruchy surfaktantového systému st spésobené mutaciami transkripénych
faktorov, ktoré reguluji expresiu génov surfaktantovych proteinov. Jednym
z najvyznamnejsich je gén NKX2-1, ktory kdduje transkripény faktor znamy aj ako tyreoidalny
transkripény faktor 1 (TTF-1). TTF-1 zohrava kl'ucova ulohu vo vyvoji plic a v regulacii
expresie surfaktantovych proteinov. Muticie tohto génu mozu viest k syndrému
charakterizovanému kombindciou plicneho ochorenia, porach Stitnej zl'azy a neurologickych
symptomov. V plticach sa tieto mutacie prejavuju poruchou syntézy surfaktantovych proteinov

a naslednou dysfunkciou surfaktantu.

2.7.5 Surfaktant a ventilatorom indukované poSkodenie pltc
Mechanickd ventilacia predstavuje zédkladnu sucast’ lieCby pacientov s respiracnym zlyhanim,
za urcitych okolnosti vS§ak moze sama prispievat’ k d’alSiemu poskodeniu plicneho tkaniva.

Tento proces sa oznacuje ako ventilatorom indukované poskodenie pluc (ventilator-induced
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lung injury, VILI). VILI vznik4 pdsobenim viacerych navzajom prepojenych mechanizmov,
ktoré zahfiaji nadmerné tlakové a objemové zatazenie plic, opakovany kolaps a reexpanziu
nestabilnych alveoldrnych jednotiek a néaslednu aktivaciu zépalovej odpovede. Tieto procesy
vyznamne ovplyviiuju aj funkciu plicneho surfaktantu.

Medzi zédkladné mechanizmy VILI patria barotrauma, volutrauma, atelektotrauma a biotrauma.
Barotrauma suvisi s posobenim nadmernych tlakov a tlakovych gradientov v respira¢nom
systéme, ktoré mozu pri vyraznom prekroceni mechanickej tolerancie pluc viest' k poruseniu
alveolarnych $truktir a k uniku vzduchu mimo alveolarneho priestoru. Volutrauma vznika pri
nadmernom rozt'ahovani aerovanych oblasti pluc, atelektotrauma pri opakovanom kolapse a
opdtovnom otvarani nestabilnych alveoldrnych jednotiek a biotrauma predstavuje zapalova
odpoved’ vyvolani mechanickym stresom. Jednotlivé mechanizmy sa navzajom prekryvaju a
nemozno ich vnimat’ ako plne oddelené procesy.

Vyznamnym komponentom VILI je volutrauma, pri ktorej vysoké transpulmondlne tlaky a
vel'ké dychové objemy vedi k nadmernej distenzii alveolarneho parenchymu. Zvécsenie
alveolarneho povrchu meni plosnu hustotu surfaktantovych molekal na rozhrani vzduch —
tekutina a moze prechodne zvySovat' povrchové napitie. Opakované zvicSovanie povrchu
zaroven zvySuje naroky na redistribuciu a adsorpciu surfaktantovych molekul z hypofazy na
alveolarne rozhranie. Pri dlhodobom alebo vyraznom mechanickom zatazeni méze dojst
k naruSeniu organizécie surfaktantového filmu a k poklesu jeho funkénej rezervy.

Dalsim dolezitym mechanizmom je atelektotrauma, charakterizovanid opakovanym
uzatvaranim a reexpanziou alveolarnych jednotiek pocas dychového cyklu. Ak st alveoly pocas
exspiria nestabilné a kolabuju, ich nasledné otvorenie pocas inspiria vyzaduje vyssi otvaraci
tlak. Tym vznikaji vyrazné lokdlne gradienty napdtia na rozhrani medzi aerovanymi a
kolabovanymi oblastami. Opakované cykly kolapsu a reexpanzie nartSaju kontinuitu
surfaktantového filmu, podporuju jeho redistribliciu a mézu viest' k zniZeniu povrchovej
aktivity. Vysledkom je dalSie zvySenie povrchového napidtia a prehlbovanie alveoldrnej
nestability.

Mechanické poskodenie je uzko spojené so vznikom biotraumy. Mechanotransdukcia
v alveolarnych epitelovych bunkach, endotelovych bunkach a alveolarnych makrofagoch vedie
k aktivacii intracelularnych signalnych drah a k uvoliiovaniu cytokinov, chemokinov, proteaz
a reaktivnych foriem kyslika. Tieto medidtory mézu poskodzovat’ pneumocyty II. typu a priamo
alebo nepriamo menit’ zloZenie a funkciu surfaktantu. Oxida¢né poskodenie lipidov a proteinov,
proteolyticka degradacia surfaktantovych proteinov a zvySena priepustnost’ alveolokapilarne;j

membrany prispievaju k postupnej sekundarnej dysfunkcii surfaktantu.
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Vyznamnym nasledkom VILI je aj zmena metabolizmu a agregatovej Struktury surfaktantu,
charakterizovana ubytkom velkych agregatov (LA) a prirastkom malych (SA), ¢o vedie
k poklesu celkovej povrchovej aktivity surfaktantového systému. Tento proces nie je mozné
chépat’ len ako jednoduchu degradaciu surfaktantu, ale skor ako patologicky posun v rovnovéhe
medzi jeho funkéne aktivnymi a menej aktivnymi formami. Nadmerné mechanické napinanie
pneumocytov II. typu moéze ovplyviiovat aj syntézu a sekréciu surfaktantu. Kratkodoby
mechanicky podnet méze stimulovat uvolfiovanie surfaktantu ako adaptacni odpoved’ na
zvySené mechanické zat'azenie. Pri dlhodobom alebo extrémnom strese vSak moze dojst’
k poskodeniu pneumocytov II. typu, poruche ich metabolickej funkcie a naslednému znizeniu
syntézy a recyklacie surfaktantovych zloziek.

Porucha surfaktantu pri VILI vedie k d’alSiemu zhorSeniu mechaniky pl'ic a k vzniku
heterogénnej ventilacie. V plicnom parenchyme moézu vedl'a seba existovat” kolabované a
nadmerne rozvinuté (distendované) oblasti. Na rozhrani medzi nimi vznikaji vysoké lokalne
mechanické napitia, ktoré prispievaju k poskodeniu plucneho tkaniva. Surfaktantova
dysfunkcia tak nie je len dosledkom VILI, ale mdze sa stat’ aj mechanizmom, ktory d’alSie
poskodenie zosiliiuje a udrziava.

Moderné stratégie umelej pltcnej ventilacie sa preto zameriavajl na minimalizaciu
mechanického stresu a deformacie plicneho tkaniva. Pouzitie nizkych dychovych objemov,
primerané nastavenie pozitivneho end-exspiratného tlaku, obmedzenie nadmernych
transpulmonalnych tlakov a prevencia opakovaného kolapsu alveolarnych jednotiek patria
medzi zékladné principy protektivnej ventilacie. Ich cielom je nielen redukovat’ priame
mechanické poskodenie pluc, ale aj obmedzit’ sekundarnu dysfunkciu surfaktantu a zachovat’

stabilitu alveolarneho rozhrania.
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3 Exogenny surfaktant

Na zaklade doterajSich poznatkov tykajucich sa primdrnej a sekundarnej poruchy telu
vlastného, t.j. endogénneho surfaktantu boli vyvinuté exogénne surfaktanty, ktoré moézu
nahradit’ chybajlci alebo poskodeny surfaktant. Ciel'om je obnovit’ funkény surfaktantovy film
a zlepsit’ mechanické vlastnosti plic.

Exogénny surfaktant je suspenzia obsahujiuca zmes fosfolipidov a surfaktantovych proteinov
alebo ich syntetickych analogov. Po podani do dychacich ciest sa tieto molekuly adsorbuji na
rozhrani vzduch-tekutina, kde vytvaraji funkény povrchovy film schopny redukovat
povrchové napitie a stabilizovat alveoly poc¢as dychového cyklu.

Prvé tspesné pokusy s podanim exogénneho surfaktantu sa uskutocnili v 80. rokoch 20.
storocia pri liecbe syndromu respiracnej tiesne novorodenca. Podanie surfaktantu viedlo
k rychlemu zlepSeniu oxygenacie, zvySeniu plicnej compliance a k vyraznému zniZeniu
mortality u nedonosenych novorodencov. Substitucna liecba surfaktantom sa tak stala jednym
z najvyznamnejSich pokrokov v neonatologii.

V nasledujucich desatrociach sa vyskum zameral na vyvoj réznych typov surfaktantov a na
rozSirenie ich pouzitia aj pri dalSich forméach respiraéného zlyhania. Okrem prirodnych
preparatov izolovanych zo zvieracich pl'ic boli vyvinuté aj syntetické surfaktanty obsahujice
analogy SP-B a SP-C. Tieto nové preparaty maju potencial zlepSit’ stabilitu surfaktantového
filmu a zvysit’ odolnost’ voci jeho inaktivacii v patologicky zmenenom alveolarnom prostredi.
Napriek vyraznému uspechu v neonatoldgii je terapeutické vyuzitie surfaktantu pri ochoreniach
dospelych, najmi pri akutnom syndrome respiracnej tiesne (ARDS), ovel'a menej efektivne,
a preto je predmetom intenzivneho vyskumu. Komplexné patofyzioldgia tychto ochoreni, ktora
zahfna zapalové posSkodenie alveolarneho epitelu, pritomnost’ inhibitorov surfaktantu a
heterogénnu ventilaciu pltc, predstavuje vyznamni vyzvu pre u¢inné podanie exogénneho

surfaktantu.

3.1 Typy exogénnych surfaktantov

Aby bol exogénny surfaktant uéinny, musi spiiiat’ niekol’ko charakteristik. Po podani do
dychacich ciest sa musi rychlo rozsirit po alveoldrnom povrchu, adsorbovat’ na rozhrani
vzduch-tekutina, vytvorit’ funkény povrchovy film a pocas ventilatného cyklu opakovane
tolerovat’ kompresiu aj reexpanziu alveolarneho povrchu bez straty aktivity. Klinické G¢innost’

surfaktantu preto nezavisi len od jeho lipidového zloZenia, ale aj od pritomnosti funkénych
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analogov surfaktantovych proteinov, od interakcie s inhibitormi v alveolarnom prostredi a od
schopnosti udrzat’ nizke povrchové napétie pri dynamickom zat'aZeni.

Od zavedenia surfaktantovej terapie do klinickej praxe bolo vyvinutych viacero typov
surfaktantovych preparatov, ktoré sa liSia podvodom, molekularnym zlozenim a biofyzikalnymi
vlastnost’ami. Z hl'adiska sposobu pripravy a zloZenia mozno terapeutické surfaktanty rozdelit’
do dvoch zékladnych skupin: prirodné¢ modifikované surfaktanty a syntetické surfaktanty.
Zatial ¢o prirodné pripravky vyuzivaja extrakty zo Zivo¢iSneho materidlu a zachovavaji aspon
Cast’ hydrofébnych surfaktantovych proteinov, syntetické pripravky sa vyvijali postupne od
jednoduchych lipidovych zmesi az po sofistikované preparaty obsahujiuce peptidové analogy

SP-B a SP-C.

3.1.1 Prirodné modifikovane surfaktanty

Prirodné (zivocisne) surfaktanty sa pripravuju extrakciou z hovadzich alebo prasacich pluc. Ich
hlavnou vyhodou je, ze popri fosfolipidoch obsahuju aj hydrofobne proteiny SP-B a SP-C, hoci
spravidla v nizSich a variabilnejSich mnoZstvach nez nativny l'udsky surfaktant. Pritomnost’
tychto proteinov vysvetluje, pre€o boli prirodné surfaktanty v klinickej praxi ucinnejSie nez
prvé syntetické pripravky bez proteinov. Rychlejsie sa adsorbujii na rozhrani vzduch-tekutina,
lepSie reorganizuju lipidovy film pri kompresii a expanzii a zvycajne st odolnejSie voci
inaktivacii pri poskodeni alveol.

Vyznamnym aspektom prirodnych surfaktantov je aj ich komplexné lipidové zlozenie, ktoré sa
priblizuje fyziologickému surfaktantu v alveolach. Okrem dominantného DPPC obsahuju
siroké spektrum d’alSich fosfolipidov a neutrdlnych lipidov, ktoré prispievaji k optimalnej
fluidite membran, dynamike surfaktantového filmu a jeho schopnosti prisposobovat sa
cyklickym zmenam alveolarnej plochy pocas dychania. Tato molekularna diverzita podporuje
tvorbu stabilného povrchového filmu a zarovein zabezpecuje existenciu rezervoaru lipidov
v hypofaze, ktory je délezity pre obnovu surfaktantovej vrstvy pocas opakovanych respiracnych
cyklov.

Vyhodou prirodnych surfaktantov je rychly nastup G€inku po intratrachedlnom podani, pricom
zlepsenie oxygenacie a pokles potreby FiO: méze nastat’ uz v priebehu niekol’kych minat po
aplikacii. Tento efekt stvisi s distribuciou exogénneho surfaktantu do distalnych dychacich
ciest, obnovenim funkéného surfaktantového filmu a naslednym zvySenim stability alveol.
Rychle zlepSenie mechanickych vlastnosti pl'ic umoziuje v€asna redukciu FiO: a ventilaénych

tlakov, ¢im sa moOze obmedzit expozicia nezrelych plac hyperoxii a nadmernému
) y y
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mechanickému zatazeniu. Klinicky vyznam substitucnej liecby surfaktantom presahuje
okamzité zlepSenie pl'icnej mechaniky. U pred¢asne narodenych novorodencov s RDS vedie
k zniZeniu potreby vysokych inspiraénych koncentracii kyslika, redukcii potreby a trvania
invazivnej mechanickej ventildcie a k niz§iemu vyskytu komplikacii stivisiacich s nestabilitou
nezrelych plic, najmd pneumotoraxu. Vyznamnym prinosom je aj znizenie mortality
novorodencov s RDS. Surfaktantova substitucna terapia preto predstavuje jednu zo zakladnych
kauzalnych intervencii v manazmente novorodeneckého RDS.

Prirodné surfaktanty st dostupné ako viaceré klinicky pouzivané preparaty, ktoré sa liSia
povodom, koncentraciou fosfolipidov aj odporacanym davkovanim. Medzi najpouzivanejsie
patria napriklad poractant alfa (Curosurf) alebo bovinné extrakty ako bovactant (Alveofact),
beractant (Survanta) a calfactant (Infasurf). Tieto preparaty maji porovnateI'na ucinnost’, hoci
sa mozu liSit’ v davkovacom rezime, objeme aplikovaného lieciva alebo rychlosti nastupu
ucinku. Pre tieto preparaty boli zaroven na zdklade rozsiahlych klinickych §tadii postupne
vypracované a optimalizované terapeutické protokoly. Davka exogénneho surfaktantu zavisi
od konkrétneho pripravku a jeho fosfolipidového zloZenia; pri najcastejSie pouZzivanych
preparatoch sa pohybuje priblizne v rozmedzi 100200 mg fosfolipidov/kg telesnej hmotnosti.
Pri pretrvavani klinickych a ventila¢no-oxygenacnych znamok RDS moZno podanie
surfaktantu opakovat podla odporucané¢ho déavkovacieho rezimu konkrétneho pripravku.
V stcasnej neonatologickej praxi sa surfaktant podava predovsetkym ako v¢asnd selektivna
liecba predCasne narodenym novorodencom s rozvijajicim sa RDS a narastajicou potrebou
respiracnej podpory. Rutinné profylaktické podanie bez zndmok RDS sa pri stcasnom
pouzivani neinvazivnej respiraénej podpory bezprostredne po narodeni vo vseobecnosti
neodporuca; u extrémne nezrelych novorodencov sa vS§ak moze zvazovat’ vel'mi skoré podanie
pri vysokom riziku rozvoja zadvazného RDS.

Zavedenie prirodnych surfaktantov zlepSilo prezivanie extrémne nezrelych novorodencov.
V kombinécii s prenatdlnou lie¢bou kortikosteroidmi a modernymi ventilaénymi stratégiami
prispelo k vyraznému poklesu mortality deti s nizkym gestaénym vekom. Prirodné surfaktanty
dodnes predstavuju referencny terapeuticky Standard, voci ktorému sa hodnoti a¢innost’ novych
surfaktantov.

Napriek klinickému tspechu vSak nie su prirodné surfaktanty idedlne. St viazané na zivociSny
zdroj, vyroba je technologicky narocna, medzi Sarzami mdéze existovat’ urcita variabilita
zlozenia a obsah surfaktantovych proteinov nie je presne definovany ani lahko
modifikovatelny (tab. 1). NavySe nie je ich mozné raciondlne ,,dizajnovat™ pre Specifické

klinické situacie, napriklad pre vysSiu rezistenciu voci inaktivéacii proteinmi pri ARDS alebo
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pre podanie formou aerosolu. Prave tieto limity vytvorili silny tlak na vyvoj syntetickych

surfaktantov.

Tabulka 1 ZloZenie prirodnych surfaktantov (upravené podl'a Perez-Gil, 2022).

Zdroj Zdroj % % . % .
. .. . Doplnené Proteiny
(zviera) (material) Fosfolipidy DPPC Chol
Nativny
SP-B +++,
placny OSipané Lavaz 80-90 36-54 - 5
SP-C +++
surfaktant
Alveofact Hovadzi SP-B ++,
Lavaz 88 39 - 3-4
(Bovactant) dobytok SP-C ++
Hovadzi SP-B ++,
BLES Lavaz 95 42 - 4
dobytok SP-C ++
Curosurf
Prucne SP-B ++,
(Poractant Osipané ] 99 35 - 5
tkanivo SP-C ++
alfa)
Infasurf Hovadzi SP-B ++,
Lavaz 90-94 40 - 5
(Calfactant) dobytok SP-C ++
SP-B ++,
Surfacen OSipané Lavaz 91-95 45 - 5
SP-C ++
Survanta Hovadzi  Plucne o . DPPC, SP-B +,
(Beractant) dobytok tkanivo PA, TG SP-C ++

Skratky: DPPC: dipalmitoylfosfatidylcholin, PA: kyselina palmitova, TG: triglyceridy, Chol: cholesterol.
Proteiny: relativne mnozstva v porovnani s plnym podielom v nativhom (neupravenom) pl'icnom surfaktante (+++

100%; ++ 40-70%; + 10-30%)

Rozdiely medzi prirodnymi surfaktantovymi preparatmi

Hoci vSetky klinicky pouzivané prirodné surfaktanty vychadzaju z extraktov zivocisSnych pluc,
liSia sa navzdjom povodom, spdsobom pripravy, koncentraciou fosfolipidov, objemom davky
aj u€innost’ou. Tieto rozdiely mozu ovplyviiovat’ farmakodynamiku preparatu, rychlost’ nastupu
ucinku aj praktické aspekty jeho podavania v klinickej praxi.

Jednym z naj¢astejSie pouzivanych preparatov je poractant alfa, komeréne znamy ako Curosurf.
Tento surfaktant je izolovany z pltic oSipanych a vyznacuje sa vysokou koncentraciou
fosfolipidov priblizne 80 mg/ml, o umoziiuje podanie relativne malej objemovej davky. Mensi

objem podanej davky moéze ulahlit’ distribuciu surfaktantu v plicach novorodenca.
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Odportac¢and Givodna davka je spravidla 200 mg fosfolipidov/kg, o vedie k rychlemu zlepSeniu
oxygenacie a Casto k zniZeniu potreby opakovanej aplikacie.

Dalsim preparatom je beractant, dostupny pod nazvom Survanta. Ide o modifikovany bovinny
extrakt, ktory obsahuje priblizne 25 mg fosfolipidov/ml a je doplneny o syntetické lipidy s
cielom stabilizovat’ jeho zloZenie. Vzhl'adom na niz§iu koncentréaciu fosfolipidov je potrebny
vacsi objem davky, aby sa dosiahla terapeutickd davka 100 mg/kg. V klinickej praxi moze vyssi
aplikacny objem niektorych surfaktantovych pripravkov ovplyvnit' techniku a toleranciu
podania. Pocas intratracheédlnej aplikdcie sa mdézu prechodne objavit’ bradykardia, pokles
arteridlneho tlaku a desaturdcia, pripadne kratkodobé zhorSenie ventilacie v dosledku ¢iastocnej
obstrukcie dychacich ciest alebo endotrachealnej kanyly tekutym preparatom.

Medzi bovinné surfaktanty patri aj calfactant, komer¢ne oznaCovany ako Infasurf. Tento
preparat je ziskavany zlavaznej tekutiny pltc teliat a obsahuje relativne vysoky podiel
nativnych surfaktantovych proteinov. Koncentracia fosfolipidov je priblizne 35 mg/ml a
odporucana davka je zvycajne 105 mg/kg. Klinické Studie ukazali dobr G€innost’ pri liecbe
neonatdlneho RDS, pricom farmakologické vlastnosti st v mnohych ohl'adoch podobné inym
prirodnym prepardtom. V niektorych eurdpskych krajindch sa pouziva aj bovinny extrakt
bovactant (komerény nazov Alveofact), ktory obsahuje priblizne 40 mg fosfolipidov/ml.
Odporucané davka sa pohybuje okolo 100 mg/kg, pricom vzhl'adom na nizsiu koncentraciu
preparatu je potrebné podat’ vicsi objem. Podobne ako ostatné prirodné surfaktanty sa podava
intratrachealne a moze byt aplikovany opakovane v zavislosti od klinickej odpovede. Dal§imi
lokdlnymi alternativami st BLES (Bovine Lipid Extract Surfactant), bovinny surfaktant
pouzivany najmd v Kanade a Surfacen, bovinny surfaktant vyvinuty a pouzivany na Kube.
Hoci sa jednotlivé prirodné surfaktanty vo viacerych aspektoch lisia, Ziadny z preparatov nie je
lepsi vo vsetkych sledovanych ukazovatel'och. NajpresvedcivejSie dokazy su dostupné pre
porovnanie poractant alfa vs. beractant, pricom poractant alfa podany vo vyssej uvodnej davke
200 mg/kg rychlejsie zlepSuje oxygendaciu, skracuje potrebu ventilaénej podpory, zmensuje
potrebu opakovanej aplikacie a v niektorych analyzach aj zniZuje mortalitu v porovnani s
beractantom. Tento rozdiel vSak pravdepodobne nestvisi len so samotnym typom surfaktantu,
ale aj s rozdielnym dévkovacim rezimom. Pri porovnani bovinnych surfaktantov, najma
beractantu a calfactantu, sa nepreukdzali jednoznacné rozdiely v hlavnych klinickych
ukazovateloch, ako st mortalita alebo dizka mechanickej ventilacie, hoci v niektorych pracach

sa pozorovali rozdiely v dynamike kratkodobej respira¢nej odpovede.
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3.1.2 Syntetické surfaktanty

Syntetické surfaktanty boli vyvinuté s cielom zbavit’ sa zavislosti od Zivo¢iSneho materialu a
sucasne vytvorit’ preparaty s presne definovanym zlozenim, vysokou reprodukovatel'nostou,
lepsou efektivitou priemyselnej vyroby a moznost'ou modifikéacie ich molekularneho zlozenia.
Ich vyvoj vSak ukazal, Ze samotna pritomnost’ fosfolipidov nestaci. Aby bol surfaktant klinicky
skuto¢ne ucinny, musi byt schopny nielen dosiahnut’ nizke statické povrchové napitie, ale aj
spravnu dynamiku adsorpcie, kompresie, opdtovného rozptylenia a rezistencie voci inhibicii.

Preto sa syntetické surfaktanty prirodzene vyvijali v niekol’kych etapach.

3.1.2.1 Syntetické surfaktanty prvej generacie — lipidové zmesi bez proteinov
Prvu generaciu tvorili Cisto lipidové syntetické surfaktanty bez surfaktantovych proteinov.
Koncepcne i8lo o logicky prvy krok: ak je hlavnym povrchovo aktivnym lipidom nativneho
surfaktantu DPPC, potom sa zdalo rozumné vytvorit’ terapeuticky preparat zaloZzeny na DPPC,
pripadne doplneny o d’alsie zlozky zlepSujuce Sirenie a adsorpciu. Typickymi zastupcami boli
Exosurf (colfosceril palmitate) a ALEC (pumactant). Exosurf obsahoval kolfosceril palmitat,
hexadekanol a tyloxapol; pumactant bol zmesou DPPC a fosfatidylglycerolu.

Tieto pripravky odhalili zdsadny nedostatok liecby surfaktantom a to, Ze fosfolipidy bez SP-B
a SP-C nevedia dostato¢ne verne napodobnit’ dynamické spravanie nativneho surfaktantu. Bez
hydrofébnych proteinov je adsorpcia na rozhrani vzduch-tekutina pomalSia, reorganizécia
filmu pri kompresii menej efektivna a schopnost’ obnovit’ funkény film po opakovanom
zatazeni obmedzend. Preto sa Coskoro ukazalo, Ze tieto preparaty sice mozu byt do urcitej
miery klinicky ucinné, avSak ovela menej ako prirodné surfaktanty. Sktsenosti s prvou
generaciou syntetickych surfaktantov ukdzali na vyznam pritomnosti surfaktantovych
proteinov a naznalili, Ze U¢inny exogénny surfaktant by mal o najviac napodobiiovat

prirodzené zloZenie a funk&né vlastnosti nativneho pl'ucneho surfaktantu.

3.1.2.2 Syntetické surfaktanty druhej generdcie — s jednym peptidovym
analogom

Druhd generacia vznikla v snahe prekonat nizku uc€innost’ Cisto lipidovych preparatov.
Zakladnym predpokladom bolo pridat’ do zmesi syntetickych fosfolipidov peptidovy analog
hydrofébneho surfaktantového proteinu, najcastejSie SP-B, aby sa dosiahla adekvatna adsorpcia
a stabilita preparatu. NajvyznamnejSim zastupcom tejto generacie bol lucinactant (Surfaxin),

ktory obsahoval fosfolipidy a 21-aminokyselinovy peptid sinapultide (KL4), navrhnuty ako
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funkény analog SP-B. KL4 peptid nie je kdpiou prirodzenej aminokyselinovej sekvencie SP-B.
Ide o synteticky navrhnuty amfipaticky peptid, ktorého opakujica sa sekvencia leucinu a lyzinu
bola koncipovana tak, aby napodobnila niektoré zakladné biofyzikalne vlastnosti SP-B pri
interakcii s lipidovou membranou. Lucinactant bol vyvinuty a testovany najmi u predcasne
narodenych deti s RDS. Inym syntetickym surfaktantom je Venticute, zaloZeny
na rekombinantnom analégu surfaktantového proteinu C (rSP-C). Testovanie sa primarne
sustredilo na dospelych pacientov so syndromom akutnej respiracnej tiesne (ARDS). Hoci
preparat mal schopnost’ signifikantne zlepSit plucnu oxygenéciu, neznizoval mortalitu.
Limitujucim faktorom bola najmé variabilita povrchovej aktivity po priprave suspenzie a
absencia funkcie sprostredkovanej SP-B, ktora je zasadnd pre stabilitu a dynamické vlastnosti
surfaktantového filmu pocas dychového cyklu.

Aj druhd genericia syntetickych surfaktantov vSak mala urCité obmedzenia. Analég KL4
dokazal napodobnit’ niektoré vlastnosti SP-B, ale nebol jeho uplnou molekularnou ani funkénou
nahradou, ani nesuploval tlohu SP-C. Lucinactant preto sice potvrdil, Ze vyuzitie peptidovych
analogov surfaktantovych proteinov je realizovatelnou terapeutickou stratégiou, no jeho
zloZenie stale nedosahovalo komplexnost’ prirodnych surfaktantov. Nakoniec bol lucinactant
v roku 2015 stiahnuty z trhu. Rozhodnutie tdajne stviselo s obmedzenym klinickym vyuzitim
a ekonomickymi aspektmi jeho vyroby a distribucie, pricom neexistovali namietky voci jeho
bezpecnosti. Vyvoj syntetickych surfaktantov sa orientoval najmid na dalSiu generaciu
surfaktantov a na nové sposoby podania, vratane aerosolizécie preparatov.

Paralelne s optimalizaciou molekularneho zloZenia sa ukazalo, Ze limitujucim faktorom je aj
spdsob podania surfaktantu. V tomto kontexte vznikli praSkové preparaty typu SMB/B-YL
uréené na ,,neinvazivne* podavanie. Tieto pripravky vyuzivaju syntetické analoégy SP-B, ktoré
st s fosfolipidmi (zvyc€ajne DPPC:POPG) a stabilizanymi pomocnymi latkami upravené
do formy praSku uréeného na inhaldciu. Z pohladu zloZenia teda ide o synteticky surfaktant
s jednym peptidovym analégom. Cielom je umoznit' podavanie surfaktantu u spontanne
dychajtcich pacientov a eliminovat’ potrebu intratrachedlneho podania formou bolusu.
Po aerosolizacii ma tento preparat vybornu povrchovu aktivitu a stabilitu. Analog B-YL ma
zaroven vyssiu chemicku stabilitu a odolnost’ voci oxidaénym vplyvom. Limitujacim faktorom
takejto formy je predovSetkym neistd depozicia v heterogénne ventilovanych oblastiach pluc,
vyrazna zavislost’ u¢inku od inhala¢nej techniky a nedostatok klinicky validovanych dat. Tento
koncept preto reprezentuje posun od optimalizacie molekuldrneho zloZenia surfaktantu

k zdokonaleniu jeho sposobu podania.
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Z pohladu vyvoja surfaktantovej terapie mozno druhl generaciu syntetickych surfaktantov
vnimat’ ako dodlezity medzistupeni, ktory definitivne potvrdil potrebu proteinovych analogov,
ale zaroven ukdzal, ze jediny peptidovy analdég nedokaze plne reprodukovat komplexné

funk¢né vlastnosti nativneho pl'icneho surfaktantu.

3.1.2.3 Syntetické surfaktanty tretej generdcie — s analogmi SP-B a SP-C

Vyvoj tretej generdcie vychadza z koncepcie, podla ktorej ma zlozenie syntetickych
surfaktantov reprodukovat’ zékladné funkéné interakcie hydrofobnych surfaktantovych
proteinov SP-B a SP-C v definovanom lipidovom prostredi. Surfaktanty kombinuji analogy
SP-B (napr. Mini-B alebo Super Mini-B) a SP-C (napr. SP-C33Leu) vo fosfolipidovej matrici,
typicky na baze DPPC/POPC/POPG. V predklinickych modeloch RDS a ARDS tieto
surfaktanty dosahuji velmi nizke minimalne povrchové napitie (~0-2 mN/m), rychlu
adsorpciu a vys$$iu odolnost’ voci inhibicii v porovnani s preparatmi obsahujicimi jeden peptid.
Ich ucinnost’ vel'mi zavisi od presného zlozenia lipidovej zlozky a hmotnostného pomeru
peptidov, €o ich dost’ limituje.

Do tejto skupiny patri surfaktant CHF5633, ktory tvori zmes syntetickych fosfolipidov a
peptidovych analégov oboch hydrofébnych surfaktantovych proteinov. V literatare je
CHF5633 casto uvadzany ako reprezentativny priklad syntetického surfaktantu 3.generacie.
Pre vyvoj tychto surfaktantov je dolezité chapat’, ze SP-B a SP-C plnia v nativhom surfaktante
odli$né, ale komplementarne tlohy. Surfaktantové preparaty obsahujuce analégy SP-B aj SP-
C dosahuju lepsSie biofyzikdlne vlastnosti nez surfaktanty obsahujice iba jeden z tychto

proteinov (obr. 19).
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Obrdazok 19 Schematicka reprezentacia peptidovych analogov surfaktantovych proteinov. (4) Fosfolipidové
zloZenie a analogy syntetického surfaktantu CHF5633. (B) Fosfolipidové zlozenie a analogy syntetického
surfaktantu s rekombinantnym analogom SP-C33Leu. (C) Schematicka struktura a hypoteticky model Combo
peptidu a jeho interakcii s fosfolipidmi. Combo peptid predstavuje spojenie analogov Mini-BLeu a SP-C33Leu
do jedného polypeptidu pomocou kratkeho GSG linkera. DPPC dipalmitoylphosphatidylcholine, POPG
palmitoyloleoylphosphatidylglycerol, Egg-PC phosphatidylcholine (upravené podla Basabe-Burgos et al.,
2021).

Funkcénost CHF5633 bola overovana nielen v experimente, ale aj v klinickych Studiach u
novorodencov s RDS. Pociato¢né klinické skusania ukazali dobru toleranciu preparatu a rychle
zlepSenie oxygenacnych parametrov po jeho podani. Nasledna randomizovana klinicka Stadia,
v ktorej bol CHF5633 porovnavany s poractantom alfa, preukazala porovnatelni uc¢innost’ aj
bezpecnostny profil pri liecbe stredne tazkého az tazkého RDS. Napriek tymto vysledkom
vyvoj preparatu CHF5633 zatial’ neviedol k jeho SirSiemu klinickému pouzitiu a d’alSie velké
klinické Studie su nateraz pozastavené. DOvodom st udajné strategické a ekonomické
rozhodnutia spojené s d’alSim vyvojom a jeho uvedenim preparatu na trh, ako aj potreba
rozsiahlejsich stadii potrebnych pre regulac¢né schvalenie.

Dalsi pristup vo vyvoji syntetickych surfaktantov tretej generacie je koncepcia kombinovania
peptidovych analégov SP-B a SP-C (obr. 19), ¢o sa odrazilo v Combo surfaktante. Jeho

zakladom je chimérny peptid vytvoreny spojenim analégov Mini-BLeu (anal6g SP-B) a
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SP-C33Leu (analog SP-C). Ciel'om konStruktu je vytvorit’ jediny peptid schopny kombinovat’
hlavné funkéné vlastnosti oboch hydrofébnych surfaktantovych proteinov. Z biofyzikalneho
hladiska mé takato kombinacia opodstatnenie. Analégy SP-B podporuji rychlu adsorpciu
lipidov na rozhrani vzduch-tekutina, reorganizaciu membranovych Struktar a tvorbu funkéného
povrchového filmu. Analdégy SP-C stabilizuju lipidovli monovrstvu pocas cyklickych zmien
alveolarnej plochy a podporuji jej opdtovné rozptylenie pocas inspiria. Spojenie oboch
funkénych domén v jednej molekule tak umozituje reprodukovat’ synergické posobenie SP-B a
SP-C, ktoré je charakteristické pre nativny surfaktant. V experimentoch preparat obsahujuci
Combo peptid dokaZe u¢inne obnovit’ funkciu surfaktant v modeloch respira¢ného zlyhavania.
U predc€asne narodenych kralikov s RDS podanie Combo surfaktantu zlep$ilo mechaniku pluc
a oxygenaciu. U dospelych kralikov s ARDS doSlo okrem zlepSenia oxygenacie aj
k zmierneniu zapalovej odpovede a stabilizacii pl'icnej ventilacie. Zaujimavym zistenim bolo
aj to, ze Combo surfaktant je odolnejsi voci inhibicii plazmatickymi proteinmi nez prirodny
surfaktant poractant alfa.

Najvicsi vyznam syntetickych surfaktantov 3. generacie vSak nespociva iba vo vyvoji
konkrétneho preparatu. Ide najmi o potvrdenie konceptu, Ze je mozné dizajnovat’ klinicky
ucinny surfaktant, pokial’ sa pritom zohl'adniuju tri kI'acové aspekty: fosfolipidy, molekularna
Struktura peptidovych analdégov a ich vzajomné biofyzikdlne pdsobenie na rozhrani vzduch —
tekutina. Tento pristup preto otvara moznosti nielen pre ndhradu prirodnych (Zivo¢isnych)
preparatov, ale aj pre vyvoj surfaktantov optimalizovanych pre konkrétne patologické stavy,
napriklad odolnejSich voci inhibicii proteinmi, vhodnejSich pre aerosolovi aplikaciu alebo

so Specifickymi protizapalovymi vlastnostami.

Vzhladom na praktické vyhody syntetickych surfaktantov oproti prepardtom Zzivocisneho
povodu (tab. 2) sa pozornost’ sustred’'uje najmi na vyvoj syntetickych formulacii s peptidmi, ich
mozné vyuzitie mimo schvalenych indikécii a pouzitie surfaktantu ako nosica liec¢iv do pluc.
Exogénny surfaktant by mal co najlepSie napodobniovat” klicové Strukturdlne a funkéné
vlastnosti nativneho surfaktantu. Pri hodnoteni jeho UCinnosti preto nestaci sledovat’ iba
schopnost’ znizovat' povrchové napitie, ale aj rychlost’ adsorpcie, stabilitu filmu pocas
dychového cyklu, odolnost’ vo¢i inaktivacii a schopnost’ obnovy po naruseni. Tieto vlastnosti
su dolezité pri vyvoji syntetickych surfaktantov novej generdcie urenych nielen na liecbu
neonatalneho RDS, ale aj ochoreni so sekundarnou dysfunkciou surfaktantu, vratane ARDS.
Porovnanie prirodnych a syntetickych preparatov podla ich biofyzikalnych a praktickych

vlastnosti je uvedené v nasledujucej kapitole.
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Tabul’ka 2 Porovnanie syntetickych a prirodnych surfaktantovych preparatov (upravené podl'a

Walther a Waring, 2024).

Cistota

Konzistencia

Bezpecnost’

Alergické a imunitné

reakcie

Prisp6sobivost’ (na

mieru)
Skladovatelnost’

Produkcia a dostupnost’

Cena

Akceptacia

Synteticky surfaktant
Chemicky definované zlozenie
bez kontaminacie a patogénov
Jednotné zloZenie, stabilna
kvalita a reprodukovatelné
vlastnosti

Bez rizika prenosu infekénych

ochoreni
Ziadne riziko alergickych reakcii

MozZnost cieleného dizajnu pre
zvySenie uc€innosti a
bezpecnosti

> 3 roky

Skalovatelna produkcia

Variabilna podla zloZenia,

spravidla nizSia

Vhodna alternativa pri odmietani

zivocisnych produktov

Prirodny surfaktant
Ziskavany vyplachom alebo

extrakciou zo zvieracich pluc

Variabilita v zlozeni a fyzikalnych

vlastnostiach medzi Sarzami

Riziko prenosu zoond6z

Potencialne riziko v désledku

proteinov Zivo€isneho pévodu

Obmedzena moznost modifikacie

1 rok

Zavisla od dostupnosti vhodnych
zvierat

Vys8ia v dosledku narocnej
kontroly kvality

Méze byt neprijatelna z etickych,
nabozenskych, kulturnych alebo

environmentalnych dévodov
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3.2 Porovnanie exogénnych surfaktantov

Z funkéného hladiska je rozhodujuce, do akej miery dokaze dany preparat reprodukovat
zékladné biofyzikalne vlastnosti nativneho plticneho surfaktantu. Uinnost’ surfaktantového
preparatu preto zavisi od kombindcie viacerych vlastnosti a to: kinetiky adsorpcie na alveolarny
povrch, stability lipidovej monovrstvy pocas kompresie a expanzie, schopnosti obnovit
surfaktantovy film po jeho naruseni a odolnosti voc¢i inhibicnym faktorom pritomnym
v poskodenych pl'icach.

Jednym z najdoélezitejSich rozdielov medzi surfaktantami je rychlost’ adsorpcie na povrchu.
V klinickej situacii musi exogénny preparat rychlo pokryt’ vel’ku alveolarnu plochu. Preparaty
obsahujuce surfaktantové proteiny alebo ich funkéné anal6égy dosahuju v tomto ohl'ade vyrazne
lepsie vysledky nez jednoduché lipidové preparaty.

Druhym klIa€ovym parametrom je stabilita surfaktantového filmu pocas opakovaného
mechanického zatazenia pri dychani. Surfaktant musi byt schopny udrzat’ vel'mi nizke
povrchové napitie pri kompresii a zarovenn rychlo obnovit' funkény film pri opédtovnom
roz§ireni alveolarneho povrchu. Preparaty obsahujice analégy SP-B a SP-C vykazuju lepsie
dynamické vlastnosti, pretoze tieto proteiny podporujui reorganizaciu lipidovej monovrstvy a
umoziuju rychle opdtovné rozptylenie surfaktantu pri expanzii alveol.

Dal§im faktorom, ktory zasadne ovplyviluje klinickii w¢innost’ surfaktantovej terapie je
odolnost” voci inaktivacii v alveolarnom prostredi. Preparaty obsahujiice funkéné analogy
surfaktantovych proteinov vykazuju vo vSeobecnosti vysSiu rezistenciu voci takymto
inhibicnym mechanizmom, pretoze proteiny SP-B a SP-C podporuji reorganizaciu lipidove;j
vrstvy a obnovu surfaktantového filmu aj v nepriaznivych podmienkach.

Délezitym praktickym aspektom je aj distribtcia surfaktantu v plicach po jeho podani. Po
intratracheélnej aplikacii sa surfaktant musi rozsirit’ z va¢sich dychacich ciest az do periférnych
oblasti pl'ac. Tato distribucia zavisi nielen od jeho fyzikalnych vlastnosti, ale aj od ventilacie a
od viskozity surfaktantovej suspenzie. Preparaty s optimalnym lipidovym zlozenim a vhodnou
koncentraciou surfaktantovych proteinov sa Siria po alveoldrnom povrchu efektivnejSie a
rovnomernejSie nez jednoduché lipidové zmesi.

Z praktického hl'adiska mozno terapeutické surfaktanty porovnavat’ podl'a toho, do akej miery
reprodukuju Strukturdlne a funkéné vlastnosti nativneho surfaktantu. Prirodné surfaktanty
obsahuju fosfolipidy spolu s nativnymi hydrofébnymi proteinmi SP-B a SP-C, a preto vykazuju
vysoku biofyzikadlnu aktivitu. Syntetické surfaktanty prvej generacie pozostavali prevazne

z lipidovych zloziek a ich u¢innost’ bola limitovana absenciou surfaktantovych proteinov.
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Preparaty novsej generacie preto vyuzivaji syntetické alebo rekombinantné analogy SP-B a
SP-C s cielom ¢o najvernejsie napodobnit’ ich synergické posobenie a dosiahnut’ biofyzikalne
vlastnosti blizke nativnemu plicnemu surfaktantu.

Vyhodou syntetickych preparatov je definované zlozenie, vysoka reprodukovatel'nost’ medzi
vyrobnymi Sarzami, eliminacia biologického materidlu zivoc¢isSneho povodu a moznost’ cielene
modifikovat’ jednotlivé zlozky s cielom zvysit’ ich odolnost’ voci inaktivacii. Ich zavaddzanie
vSak vyzaduje dokladné hodnotenie bezpecnosti. Syntetické peptidové analdgy sa svojou
Struktrou moézu odliSovat’ od nativnych surfaktantovych proteinov, a preto je potrebné
charakterizovat’ ich stabilitu, biodegradaciu, lokalnu retenciu v pl'icach, pripadnu systémovu
absorpciu a imunogénny potencial. Hoci doteraj$ie klinické skisenosti s niektorymi modernymi
syntetickymi preparatmi nepreukazali vyznamné bezpecnostné signaly, rozsah dlhodobych
udajov je stale mensi nez pri desat’roCia pouzivanych surfaktantoch zivocisneho pdvodu. Vyvoj
syntetickych surfaktantov novej generacie preto musi popri optimalizacii biofyzikalnej
ucinnosti zahfilat’ aj podrobné farmakologické a toxikologické hodnotenie ich stability,

biodegradacie, distribucie a elimindacie.

3.3 Limity surfaktantovej terapie

Napriek vyraznému uspechu pri vyuzivani surfaktantu u novorodencov s RDS je ucinnost’
takejto lieCby pri inych formach respira¢ného zlyhdvania obmedzend. Zatial’ ¢o pri primarnom
deficite surfaktantu je exogénne podanie schopné priamo nahradit’ chybajici alveolarny
surfaktantovy film, pri komplexnejSich ochoreniach plic sa terapeuticky ucinok stretava s
viacerymi biologickymi a fyzikdlnymi limitmi. Tieto limity stvisia najmd s distribuciou
surfaktantu v plicach, jeho interakciou s patologicky zmenenym alveolarnym prostredim a
s heterogénnymi mechanickymi vlastnost’ami ventilovanych pI'ic.

Jednym z najvyznamnejSich obmedzeni je nerovnomerna distribucia surfaktantu v pl'icach po
jeho podani. Po intratrachealnej aplikacii sa surfaktant najskor dostava do vacsich dychacich
ciest a nasledne sa §iri smerom k periférnym dychacim cestam a alveolam. Tento proces je
ovplyvneny gravitatnymi silami, ventildciou jednotlivych plicnych oblasti a fyzikalnymi
vlastnost’ami suspenzie surfaktantu. Za fyziologickych okolnosti sa surfaktant dokéze relativne
rychlo rozsirit’ po alveolarnom povrchu, avSak pri poSkodeni pltc, napriklad pri ARDS, je
alveolarna ventilacia vyrazne heterogénna. Kolabované¢ alebo tekutinou vyplnené alveoly mézu
byt pre podany surfaktant nepristupné, o vedie k heterogénnej distriblcii surfaktantu

v plicach.
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Dalsim limitujucim faktorom je inaktivacia surfaktantu v zmenenom alveolarnom prostredi.
Na inhibicii funkcie surfaktantu sa podielajii plazmatické proteiny, aj produkty zapalu,
oxida¢né radikaly a proteolytické enzymy uvolfiované aktivovanymi neutrofilmi. Tieto faktory
mozu menit’ Struktiru surfaktantového filmu, nartiSat’ schopnost’ znizovat’ povrchové napétie a
znizovat’ tak u¢innost’ podaného preparatu.

Délezitt ulohu zohrava aj mechanika ventilovanych plic. Pri umelej plucnej ventilacii
dochadza k opakovanym cyklom kompresie a expanzie alveolarneho povrchu, ktoré mozu
menit’ organizaciu surfaktantového filmu. V plucach pacientov s ARDS sa Casto vyskytuje
vyrazna regionalna heterogenita ventilacie. Nerovnomernost’ vznikd z dovodu, Ze kolabované
alveoly susedia s oblastami s nadmernou infldciou, ¢o vedie k rozdielnemu zatazeniu
surfaktantového filmu v alveolarnych jednotkach a vedie k jeho redistribucii alebo lokalnej
inaktivacii.

Limitujicim faktorom surfaktantovej terapie moze byt aj davka, objem a spdsob podania
preparatu. Pri intratrachedlnej instilacii vo forme tekutého bolusu sa do dychacich ciest
v kratkom Case dostane vysoka davka surfaktantu, o umoziuje rychly nastup biofyzikalneho
ucinku. Jeho regiondlna distribucia vSak zavisi od objemu a viskozity podanej suspenzie,
gravitacie a polohy tela, priechodnosti dychacich ciest, sposobu ventilacie a stupiia heterogenity
pl'icneho poskodenia. Distribucia preto moze zostat’ nerovnomernd, pricom kolabované alebo
tekutinou vyplnené alveolarne jednotky mézu byt’ pre podany preparat menej dostupné.
Podanie tekutého surfaktantu tenkym katétrom pri zachovanom spontdannom dychani umoziuje
vyhnit' sa zavedeniu endotrachedlnej kanyly a obmedzit’ potrebu invazivnej ventildcie.
Z biofyzikalneho hl'adiska vSak nad’alej ide o intratrachedlnu instilaciu, ktorej vysledok zavisi
od Sirenia kvapaliny a regiondlnej ventilacie. Aerosolova aplikdcia umoziiuje postupné
podavanie surfaktantu bez tekutého bolusu a teoreticky mdze podporit rovnomernejSiu
depoziciu. Do distalnych oblasti pl'ic sa v§ak dostava iba Cast’ vytvorenych aerosolovych Castic
a vysledna alveoldrna davka zavisi od ich velkosti a stability, vlastnosti nebulizatora, strat
v aplika¢nom systéme, dychového vzoru a geometrie dychacich ciest. Klinické vysledky
aerosolizovaného surfaktantu st preto zatial’ variabilné a suché praskové syntetické formulacie
zostavaju prevazne v Stadiu predklinického vyvoja. Jednotlivé spdsoby podania sa tak neliSia
iba mierou invazivnosti, ale aj rychlostou uc¢inku, dosiahnutou alveoldrnou davkou a
homogenitou distribticie surfaktantu.

Dalsim aspektom je nacasovanie surfaktantovej terapie. Pri neonatilnom RDS je deficit
surfaktantu pritomny uz pri narodeni a podanie surfaktantu priamo rie$i zakladnu

patofyziologicki pri¢inu ochorenia. Pri ARDS je dysfunkcia surfaktantu sekundarnym
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dosledkom patologickych procesov v plicach. V takomto prostredi moéze byt exogénny
surfaktant rychlo inaktivovany alebo odstraneny z alveolarneho povrchu, ¢o vyrazne
obmedzuje jeho terapeuticky ucinok.

Z uvedeného vyplyva, Ze terapeuticky ucinok exogénneho surfaktantu mozno chapat’ ako sled
navzajom podmienenych procesov. Po podani do dychacich ciest musi preparat preniknut’
do distalnych oblasti pl'ic a rozptylit' sa po alveoldrnom epiteli. Jeho lipidovo-proteinové
komplexy sa nasledne adsorbujii na rozhranie vzduch — tekutina, kde vytvaraju novy povrchovo
aktivny film alebo sa zacleniuju do zvySkov endogénneho surfaktantu. SP-B, SP-C alebo ich
funkéné analogy podporujli prenos lipidov na rozhranie, reorganizaciu filmu a jeho obnovu
pocas cyklickej kompresie a expanzie. Vysledny pokles povrchového napdtia znizuje tlak
potrebny na otvorenie nestabilnych alveolarnych jednotiek, zvySuje pluicnu poddajnost’ a
obmedzuje ich kolaps pri nizkych plicnych objemoch.

Fyziologickd odpoved’ na liecbu vSak zavisi od charakteru surfaktantovej poruchy. Pri
neonatdlnom RDS podanie exogénneho surfaktantu priamo nahrddza jeho nedostatocné
mnozstvo, zatial ¢o pri ARDS musi preparat preniknit’ do heterogénne ventilovanych a
potencialne zaplavovanych oblasti a zachovat’ si aktivitu v pritomnosti inhibi¢nych faktorov.
ZlepSenie mechanickych vlastnosti pluc preto modze nastat’ rychlo, nemusi vSak byt
sprevadzané imernym zlepSenim oxygenacie. Vymena plynov zavisi okrem stability alveol aj
od rozsahu poSkodenia alveolokapilarnej membrany, regiondlnej perfuzie, pl'icneho skratu a
moznosti opitovného otvorenia kolabovanych alveolarnych jednotiek. U&innost’ surfaktantovej
terapie je preto vysledkom interakcie medzi vlastnostami preparatu, spdsobom jeho distribucie

a patofyziologickym stavom pltc.
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4 Metody vyskumu plicneho surfaktantu

Funkcia pl'icneho surfaktantu sa uplatiiuje interakciou jeho lipidov, proteinov a mechanickych
sil posobiacich na rozhrani vzduch — tekutina v alveolach. Priame Studium tychto procesov
v intaktnych pl'ucach je metodologicky naro¢né, pretoze surfaktantovy film je extrémne tenka
a dynamicka Struktara, ktorej vlastnosti sa vel'mi rychlo menia. Z tohto dovodu sa vyskum
surfaktantu opiera o kombinaciu viacerych metod, ktoré umoznuju analyzovat’ jeho vlastnosti
na roéznych trovniach.

Vyskumné stratégie sa zameriavajli na odlisné aspekty surfaktantového systému. Biofyzikalne
modely surfaktantového filmu umozituju skiimat’ spravanie lipidov a surfaktantovych proteinov
na rozhrani vzduch — tekutina a hodnotit’ schopnost’ surfaktantu znizovat’ povrchové napitie.
Mikroskopické techniky poskytuji informécie o molekularnej organizécii surfaktantovych
Struktir a o priestorovom usporiadani lipidovych domén. Experimentdlne zvieracie modely
umoziuju sledovat’ funkciu surfaktantu v kontexte plicneho tkaniva a celého organizmu a
hodnotit’ t€innost” surfaktantov pre ich klinické vyuzitie. Tieto metddy poskytuju navzajom sa
dopliiiajuce informacie o biofyzikalnych a biologickych vlastnostiach surfaktantu. Ich
kombinacia je preto nevyhnutna pre pochopenie mechanizmov fungovania surfaktantu aj pre

vyvoj novych surfaktantovych preparatov.

4.1 Stadium biofyzikalnych vlastnosti surfaktantového filmu
Biofyzikalne vlastnosti pl'icneho surfaktantu sa skimaji pomocou experimentalnych modelov,
ktoré umoznuji analyzovat’ spravanie filmu na rozhrani vzduch — tekutina. Tieto modelové
systémy umoziuju v kontrolovanych podmienkach hodnotit’ zdkladné vlastnosti surfaktantu:

- rychlost’ adsorpcie

- znizovanie povrchového napitia

- stabilitu filmu pocas cyklickej kompresie
Tieto metddy sa liSia sposobom, akym simuluju mechanické podmienky pdsobiace
na surfaktantovy film. Niektoré systémy su uréené predovsetkym na Stadium molekularneho
usporiadania surfaktantového filmu, zatial' ¢o iné umoziuji dynamické meranie zmien
povrchového napétia pocas cyklickych zmien plochy povrchu.
Medzi najpouzivanejSie biofyzikalne pristupy patri Stidium monomolekulovych filmov
v Langmuirovej vanicke, dynamické meranie povrchového napétia pomocou surfaktometra

s pulzujicou bublinou a analyza surfaktantového filmu na stabilizovanej bubline pomocou
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surfaktometra so zachytenou bublinou. Tieto metédy poskytuju komplementarne informacie
o Struktare a funkcii surfaktantového systému.

Pri interpretacii vysledkov je potrebné rozliSovat’ medzi adsorpciou surfaktantu na rozhranie a
vlastnost'ami uz vytvorené¢ho filmu pocas cyklickej kompresie a expanzie. Kinetiku adsorpcie
charakterizuje casovy pokles povrchového napidtia po kontakte surfaktantu s rozhranim.
Pri dynamickom merani sa hodnoti najmi minimalne a maximalne povrchové napétie, relativna
kompresia plochy potrebnd na dosiahnutie nizkeho povrchového napitia, rozsah hysterézy a
stabilita filmu pocas opakovanych cyklov. Tieto ukazovatele spolo¢ne vyjadrujii schopnost’
surfaktantu rychlo obsadit’ rozhranie, odolavat’ kompresii a obnovovat’ svoju organizaciu pocas
expanzie. Samotna minimdlna hodnota povrchového napétia preto nestaci na uplné postidenie
funkcie surfaktantu. Vysledok ovplyviiuje koncentracia vzorky, zloZzenie hypofazy, teplota,
rychlost’ a rozsah kompresie, geometria meracieho systému aj spdsob pripravy filmu. Absolttne
hodnoty ziskané r6znymi metddami preto nemozno priamo porovnavat a jednotlivé vzorky by

sa mali hodnotit’ pri rovnakom experimentadlnom usporiadani a protokole.

4.1.1 Langmuirova vanicka

Langmuirova vanicka (Langmuir trough) je experimentdlne zariadenie urcené na Stadium
vlastnosti tenkych molekulovych filmov na rozhrani vzduch — tekutina. Pri experimente sa malé
mnozstvo surfaktantového materialu aplikuje na povrch vodnej hypofazy, kde sa spontanne
rozptyli a vytvori monomolekulovi vrstvu. Povrchova plocha filmu sa nasledne meni pomocou
pohyblivych bariér, ktoré umozituju kontrolovanii kompresiu alebo expanziu surfaktantového
filmu (obr. 20).

Pocas kompresie filmu sa meria zévislost’ povrchového tlaku od plochy filmu. Tento vzt'ah sa
zvyCajne zobrazuje vo forme izoterm zohladiujucich tlak a plochu (n—A izoterm), ktoré
poskytuji informacie o organizacii molekdl v monovrstve. Pri postupnom zmenSovani plochy
sa molekuly surfaktantu priblizuji, ¢o vedie k prechodu z volnejSieho usporiadania
do kompaktnejSich faz.

Langmuirova vanicka sa vyuZziva najmi na Stadium molekuldrnej organizacie surfaktantového
filmu a analyzu interakcii medzi jeho lipidovymi a proteinovymi zlozkami. Umoziiuje sledovat’
vplyv jednotlivych lipidov, surfaktantovych proteinov alebo inhibi¢nych faktorov na Struktaru,
stabilitu a fazové spravanie filmu. V kombinécii so zobrazovacimi metédami, napriklad
fluorescen¢nou alebo Brewsterovou mikroskopiou, mozno analyzovat’ vznik, distribiciu a

reorganizaciu lipidovych domén v surfaktantovej monovrstve.
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Napriek vysokej informacnej hodnote ide o zjednoduSeny model alveolarneho rozhrania.
Klasické Langmuirove vani¢ky maju relativne vel'ka plochu rozhrania, a preto mozu vyzadovat’
vdcsie mnozstvo analyzované¢ho materidlu, ¢o predstavuje vyznamné obmedzenie najmé pri
praci so vzacnymi biologickymi vzorkami alebo experimentdlnymi surfaktantovymi
preparatmi. Dal§im limitom je relativne pomald rychlost’ kompresie a expanzie filmu, ktora
nedokaze plne reprodukovat’ dynamiku zmien alveolarnej plochy pocas fyziologického
dychového cyklu. Vysledky moézu byt navySe ovplyvnené unikom materidlu z rozhrania,
interakciou filmu so stenami vanicky alebo Wilhelmyho dostickou a odliSnost'ami medzi umelo

vytvorenou monovrstvou a spontanne adsorbovanym surfaktantovym filmom.

snimac snimac povrchového
plochy tlaku
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Vodna subfaza Langmuirova vanicka

Obrdazok 20 Schematické znazornenie Langmuirovej vanicky. Film vznika nanesenim surfaktantu na rozhranie
vzduch — tekutina na povrchu vodnej hypofazy v Langmuirovej vanicke. Pohybom bariéry sa meni plocha
monovrstvy; jej zmenSovanie vedie k zvySeniu povrchoveho tlaku (t. j. k znizeniu povrchového napditia).
Povrchové napdtie sa urcuje meranim zmeny vertikalnej sily pésobiacej na Wilhelmyho platnicku ciastocne
ponorenti do kvapaliny (upravené podla Zuo et al., 2008).

4.1.2 Surfaktometer s pulzujucou bublinou

Surfaktometer s pulzujucou bublinou (Pulsating Bubble Surfactometer, PBS) sluzi
na hodnotenie povrchovej aktivity surfaktantovych preparatov v dynamickych podmienkach
(obr. 21). Princip metddy spociva vo vytvoreni vzduchovej bubliny v kvapalnom prostredi
obsahujicom surfaktant. Periodickou zmenou objemu bubliny sa cyklicky meni plocha
rozhrania vzduch — tekutina, ¢im sa napodobniuju opakované fazy kompresie a expanzie
surfaktantového filmu pocas dychového cyklu. Povrchové napitie sa vypocitava na zaklade
Laplaceovej rovnice zo sucasne meran¢ho rozdielu tlakov medzi vnutrom bubliny a okolim a
zZ jej polomeru.

Pocas merania mozno hodnotit’ rychlost” adsorpcie surfaktantu na rozhranie, schopnost’ filmu

dosahovat’ nizke hodnoty povrchového napitia pocas kompresie, maximalne a minimalne
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povrchové napétie a stabilitu filmu pocas opakovanych cyklov pulzacie. Metoda je preto
vhodnd na porovnavanie biofyzikdlnych vlastnosti réznych surfaktantovych preparatov,
hodnotenie ich odolnosti voci inaktivacii a testovanie vplyvu jednotlivych zloziek alebo
inhibi¢nych faktorov.

Vyhodou PBS je relativne rychle a reprodukovatelné hodnotenie funkcie surfaktantu
pri dynamickych zmenach plochy rozhrania a pomerne nizka spotreba vzorky. Limitaciou je,
ze geometria a podmienky na povrchu bubliny predstavuju zjednoduseny model alveolarneho
rozhrania a nereprodukuji uplne mechanické a Strukturdlne pomery v placach. Pri vel'mi
nizkom povrchovom napiti méze navyse dochadzat’ k deformécii bubliny alebo k uniku casti

surfaktantového filmu z rozhrania, ¢o moze ovplyvnit’ presnost’ merania.
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Obrazok 21 Schéma pulzujuceho bublinového surfaktometra (PBS). Komorka naplnena malym objemom
testovanej latky je umiestnend na pulzacnej jednotke. Odsatim casti kvapaliny sa v kapilare vytvori bublina s
minimalnym polomerom (R min). Rozdiel tlakov na rozhrani bubliny sa zaznamendva pocas adsorpcie
surfaktantu a z tychto hodnot sa vypocita povrchové napiditie. Nasledne sa bublina cyklicky zvicsuje a zmensuje
medzi R min a R max (priblizne 20 cyklov za minutu), pricom sa sleduju zmeny povrchového napdtia. Detail na
obrazku znazornuje unik surfaktantového filmu do vody v kapilare pocas tvorby bubliny, ktory moze ovplyvnit
meranie (upravené podla Zuo et al., 2008).

4.1.3 Surfaktometer so zachytenou bublinou

Surfaktometer so zachytenou bublinou (Captive Bubble Surfactometer, CBS) umoziuje
Studium biofyzikalnych vlastnosti surfaktantového filmu na stabilizovanej vzduchovej bubline
v kvapalnom prostredi (obr. 22). V tomto systéme je vzduchova bublina zachytend

pod hydrofilnym povrchom komdrky naplnenej kvapalinou obsahujiicou surfaktant. Zmenou
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tlaku v komdrke sa meni objem a plocha povrchu bubliny, ¢im mozno kontrolovane navodit’
kompresiu a expanziu surfaktantového filmu.

Metoda umoznuje sledovat’ adsorpciu surfaktantu na rozhranie vzduch — tekutina, dynamické
zmeny povrchového napitia pocas cyklickych zmien plochy a stabilitu filmu pri réznom stupni
kompresie. Povrchové napitie sa uruje z geometrie bubliny a tlakovych pomerov v systéme
na zaklade Laplaceovho principu. Vyznamnou vyhodou CBS je minimalizicia strat
surfaktantového materidlu z rozhrania. Surfaktantovy film zostdva pocas experimentu
zachovany na povrchu bubliny a nedochédza k jeho vyraznému uniku na pevné okraje systému,
ako sa modze diat’ pri niektorych inych metédach. To umoziuje analyzovat’ spravanie filmu pri
vel'mi vysokej kompresii a dosahovat’ velmi nizke hodnoty povrchového napitia, ktoré st
typické pre funkény plicny surfaktant.

CBS patri medzi najcitlivejSie metdody na hodnotenie dynamickych vlastnosti plicneho
surfaktantu. VyuZziva sa na charakterizdciu prirodnych a syntetickych surfaktantovych
preparatov, Stadium ich odolnosti vo¢i inaktivacii a analyzu vplyvu jednotlivych lipidovych
alebo proteinovych zloziek na funkciu surfaktantového filmu. Limiticiou zostava, Ze ide
o zjednoduseny model alveolarneho rozhrania, ktory nereprodukuje uplne geometriu, bunkové

prostredie ani mechanické podmienky pluc in vivo.
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Obrdazok 22 Schéma surfaktometra so zachytenou bublinou. Zachytena vzduchova bublina stupa k hydrofilnému
stropu komorky, od ktorého je oddelena tenkou zmacacou vrstvou tekutiny. Tato vrstva zabranuje uniku
surfaktantoveho filmu, ktory sa pri nizkych hodnotach povrchového napdtia moze objavovat pri inych typoch
surfaktometrov. Vlozeny detail zndazornuje viacvrstvovii Strukturu adsorbovaného pliicneho surfaktantu na
rozhrani vzduch — tekutina na povrchu bubliny. Povrchové napditie sa urcuje analyzou tvaru bubliny a plocha
rozhrania sa meni upravou hydraulického tlaku v komorke (upravené podla Zuo et al., 2008).
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4.1.4 Metoda ohraniCenej leZiacej kvapky

Model ohranicenej leziacej kvapky (Constrained sessile drop, CSD) je moderna tenziometricka
metdda pouzivand na Studium biofyzikdlnych vlastnosti surfaktantovych filmov. V tomto
experimentalnom usporiadani sa mal4 kvapka surfaktantu umiestni na pevny podklad s ostrou
hranou, ktord brani jej rozliatiu. Povrch kvapky je vystaveny vzduchu a surfaktantové molekuly
sa postupne adsorbuji na rozhrani vzduch — tekutina (obr. 23).

Povrchové napitie sa uruje na zdklade analyzy tvaru kvapky pomocou matematického modelu
vychadzajuceho z Laplaceovej rovnice. Zmeny objemu kvapky umoziuju kontrolovane menit’
jej povrchovi plochu a sledovat’ spravanie surfaktantového filmu pocas kompresie a expanzie.
Vyhodou tejto metddy je stabilita surfaktantového filmu pocas experimentu, ked’Ze ostrd hrana
podkladu zabranuje Uniku materidlu z povrchu kvapky. Vdaka tomu je mozné presnejSie
analyzovat’ dynamiku adsorpcie surfaktantu, dosahovanie nizkych hodndt povrchového napétia
a stabilitu filmu pri opakovanych zmenéch povrchovej plochy.

CSD sa preto vyuziva najmd pri detailnom biofyzikdlnom hodnoteni surfaktantovych
preparatov a pri $tidiu mechanizmov organizécie surfaktantového filmu na rozhrani vzduch —
tekutina. Tato metoda dopliia informacie ziskané pomocou inych surfaktometrov a umozituje

presnejSie charakterizovat’ funkéné vlastnosti surfaktantov.

Komora
s kontrolovanym
prostredim

LeZiaca kvapka

Drsiak Zasobnik
vody
Surfaktantova Magnetické
subfaza miesadlo

k automatickej pumpe

Obrazok 23 Schéma metody ohranicenej leziacej kvapky (Constrained sessile drop, CSD). Kvapka surfaktantu je
vytvorend na podstavci so Specidalnou ostrou hranou, ktora brani jej rozlievaniu aj pri nizkom povrchovom
napdti a tym zabranuje uniku surfaktantového filmu. Kvapka je spojend so zasobnikom surfaktantoveho roztoku.
Tvorba a cyklické zmeny objemu kvapky sa riadia pomocou pocitacom ovladanej striekacky. Povrchové napditie
sa urcuje analyzou tvaru kvapky. Celé zariadenie je umiestnené v komore s kontrolovanymi podmienkami
prostredia (upravené podla Zuo et al., 2008).

4.1.5 Dalgie tenziometrické metody
Okrem vys$Sie uvedenych experimentdlnych systémov existuje viacero dalSich metod

pouzivanych na S$tadium vlastnosti surfaktantovych filmov. Ide napriklad o meranie
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povrchového napitia pomocou visiacej kvapky (pendant drop tensiometry), pri ktorom sa
povrchové napdtie urCuje z geometrie kvapky visiacej na kapildre. Tato metdda sa vyuziva
najmi na analyzu adsorpcie surfaktantu na rozhrani a na §tidium dynamiky povrchového filmu.
Dalsim pristupom je oscilujuca kvapka (oscillating drop), ktord umoziuje sledovat zmeny
povrchového napitia pri periodickych deformaciach kvapky. Okrem hodnoty povrchového
napitia je mozné analyzovat’ aj viskoelastické vlastnosti povrchového filmu, ktoré odrazaju
mechanické spravanie vrstvy surfaktantu.

Pri Studiu surfaktantu v malych dychacich cestich sa vyuziva aj kapilarny surfaktometer
(capillary surfactometer). Tento experimentalny systém simuluje Gzky limen bronchiolov a
umoziuje hodnotit’ schopnost’ surfaktantu udrziavat’ priechodnost’ tzkych dychacich ciest.
Tieto doplnkové experimentdlne pristupy rozsiruji moznosti biofyzikalnej analyzy surfaktantu

a poskytuju d’alsie informacie o vlastnostiach surfaktantového filmu.

4.2 Mikroskopické metody studia surfaktantu

Biofyzikédlne merania poskytuju informacie o funkénych vlastnostiach surfaktantového filmu,
najmi o jeho schopnosti znizovat’ povrchové napitie. Na pochopenie mechanizmov fungovania
surfaktantu je vSak dolezit¢ poznat’ aj organiziciu jeho Struktiry. Mikroskopické metddy
umoziuju analyzovat’ usporiadanie lipidov a proteinov, vznik lipidovych domén a
reorganizaciu surfaktantového filmu pocas kompresie.

Casto sa pouzivaju v kombinacii s experimentami v Langmuirovej vani¢ke, kde je mozné menit’
povrchovu plochu surfaktantového filmu a sucasne sledovat’ zmeny jeho Struktiry. Poskytuja

tak dolezité doplitujice informécie k biofyzikadlnym meraniam povrchového napitia.

4.2.1 Atomova silova mikroskopia

Atomova silova mikroskopia (Atomic Force Microscopy, AFM) je skenovacia mikroskopicka
technika umoziujica zobrazovanie povrchovej topografie s nanometrovym az
subnanometrovym vertikdlnym rozliSenim. Meranie je zalozené na detekcii interakénych sil
medzi ostrym hrotom umiestnenym na pruznej konzole (cantilever) a povrchom analyzovanej
vzorky. Posobenim tychto sil dochadza k vychyleniu konzoly, ktoré sa najCastejSie
zaznamenava optickym systémom vyuzivajucim laserovy lG¢ odrazeny od zadnej strany
konzoly na polohovo citlivy fotodetektor. Zmeny vychylenia pri skenovani povrchu sa nasledne

prevadzaju na topograficky obraz vzorky (obr. 24).
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AFM moéze pracovat’ v niekolkych rezimoch. V kontaktnom rezime zostava hrot pocas
skenovania v nepretrzitom kontakte s povrchom, zatial’ ¢o v dynamickych rezimoch konzola
osciluje v blizkosti povrchu a interakcie so vzorkou sa vyhodnocuju zo zmien amplitudy,
frekvencie alebo fazy oscilacii. Dynamické rezimy znizuju lateralne mechanické namahanie
vzorky a st preto vyhodné pri zobrazovani méikkych biologickych materialov.

Pri stadiu pl'icneho surfaktantu sa AFM vyuziva najmi na analyzu morfologie a nanoskopicke;j
organizécie surfaktantovych filmov a agregatov po ich prenose alebo adsorpcii na pevny
substrat. Umoziuje identifikovat’ lateralne lipidové domény, rozdiely vo vyske jednotlivych
oblasti filmu, viacvrstvové Struktiry vznikajice pri kompresii a zmeny organizacie lipidovo-
proteinovych systémov. V kombindcii s Langmuirovou vani¢kou mozno napriklad analyzovat’
Strukturu filmu pri definovanom povrchovom tlaku po jeho prenose na pevny substrat.
Vyhodou AFM je vysoké priestorové rozliSenie a moznost’ ziskavat’ trojrozmerné informacie
o topografii povrchu bez potreby klasického farbenia alebo kontrastnych latok. Limitaciou je
skutoc¢nost’, Ze analyzovany surfaktantovy film je spravidla imobilizovany na pevnom substrate,
a preto AFM neposkytuje priamu informaciu o jeho dynamickom spravani pocas dychového

cyklu.

piezoelektricky
aktuator

Substrat

Obrazok 24 Schéma atomovej silovej mikroskopie (AFM). Na pruznej konzole (cantilever) je umiestneny ostry
hrot, ktory interaguje s povrchom analyzovanej vzorky. Interakcné sily medzi hrotom a povrchom sposobuju
vychylenie alebo zmenu oscilacii konzoly. Tieto zmeny sa detegujii pomocou laserového liica odrazeného od

zadnej strany konzoly na polohovo citlivy fotodetektor. V dynamickych rezimoch AFM moze byt oscilacia
konzoly navodena piezoelektrickym aktuatorom. Skenovanim povrchu a zaznamenavanim odozvy konzoly sa
ziskava topograficky obraz vzorky s nanometrovym rozlisenim (upravené podla: Nanosurf, How does AFM
work, https://www.nanosurf.com/en/support/how-does-afm-work).
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4.2.2 Fluorescen¢na mikroskopia

Fluorescencnd mikroskopia umoziuje sledovat’ lateralnu organizaciu surfaktantového filmu
pomocou fluorescencne oznacenych lipidov alebo proteinov. Fluorescenéné sondy sa
inkorporuji do lipidovej zmesi a ich distribucia v monovrstve umoznuje vizualizovat
heterogenitu surfaktantového filmu.

Této technika sa Casto vyuziva na analyzu fazovej separacie lipidov a na S$tidium tvorby
lateralnych domén v monovrstve. Pri kompresii filmu dochédza k reorganizécii molekul lipidov
a k vzniku kondenzovanych lipidovych domén, ktoré mozno pomocou fluorescencnej
mikroskopie priamo pozorovat. Fluorescencné zobrazovanie sa casto kombinuje
s experimentami v Langmuirovej vanicke, ¢o umoziiuje sledovat’ Strukturdlne zmeny

surfaktantového filmu pri kontrolovanych zmenach plochy povrchu.

4.2.3 Brewsterova uhlova mikroskopia

Brewsterova uhlova mikroskopia (Brewster angle microscopy, BAM) je optickd zobrazovacia
technika, ktord umoziuje vizualizdciu monomolekulovych filmov na rozhrani vzduch —
tekutina bez pouzitia fluorescencnych markerov. Metéda vyuziva Brewsterov uhol dopadu
svetla, pri ktorom sa od Ccist¢tho rozhrania neodraza polarizované svetlo. Pritomnost
molekulového filmu na rozhrani v§ak meni optické vlastnosti povrchu a spdsobuje Ciastocny
odraz svetla, ktory je mozné detegovat’ mikroskopickym systémom.

Rovnako aj tato metéda umoziiuje sledovat’ lateralnu organizaciu molekul v surfaktantovej
monovrstve a identifikovat’ fazové prechody medzi réznymi stavmi lipidového filmu pocas
kompresie. BAM sa preto Casto pouziva pri $tadiu fazovej separacie lipidov a pri analyze

reorganizacie surfaktantového filmu v experimentoch s Langmuirovou vanickou.

4.3 Biochemické a molekulova analyza surfaktantu

Biofyzikéalne metddy opisuji schopnost’ surfaktantu znizovat’ povrchové napétie, neposkytuji
vSak uplnt informéciu o jeho molekulovom zloZeni. Biochemické a molekulové metody
umoziuju stanovit® zastipenie jednotlivych lipidov a proteinov, identifikovat zmeny ich
Struktury a posudzovat’ procesy syntézy, sekrécie, recyklacie a degradéacie surfaktantu.
Analyzovat’ moZzno surfaktant ziskany bronchoalveolarnou lavazou, pl'icne tkanivo, izolované
alveolarne bunky II. typu, bunkové kultiry, organoidy alebo experimentalne surfaktantové

pripravky.
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4.3.1 Lipidomika a hmotnostna spektrometria

Zakladna analyza surfaktantovych lipidov zahfia stanovenie celkového mnozstva fosfolipidov
a zastupenia jednotlivych lipidovych tried. Medzi sledované zlozky patria najméa
fosfatidylcholin, fosfatidylglycerol, fosfatidylinozitol, fosfatidyletanolamin, fosfatidylserin,
sfingomyelin a cholesterol. Osobitnd pozornost sa venuje dipalmitoylfosfatidylcholinu
(DPPC), ktory je znamy ako hlavnd zlozka zodpovednd za dosahovanie velmi nizkeho
povrchového napétia pri kompresii surfaktantového filmu.

Klasické postupy vyuzivaji extrakciu lipidov organickymi rozpustadlami, chromatografické
rozdelenie lipidovych tried a kolorimetrické alebo enzymatické stanovenie fosfolipidov a
cholesterolu. Tieto metdody st vhodné na urenie celkového mnozstva alebo zastipenia
hlavnych lipidovych tried, ale neposkytuju dostato¢né rozliSenie jednotlivych molekulovych
foriem lipidov.

Lipidomika predstavuje komplexnii analyzu lipidového zlozenia biologickej vzorky.
NajcastejSie vyuziva hmotnostnt spektrometriu spojent s kvapalinovou chromatografiou (LC—
MS/MS) alebo priamym zavadzanim vzorky pomocou elektrosprejovej ionizacie (ESI-
MS/MS). Molekuly sa ionizuju, rozdel'uji podla pomeru hmotnosti k naboju a nasledne
fragmentuji. Vzniknuté fragmenty umoziiuju presnejSie urcit' lipidovl triedu a zlozenie
mastnych kyselin. Takto mozno rozliSit’ nielen fosfatidylcholin od fosfatidylglycerolu, ale aj
jednotlivé molekulové formy v ramci rovnakej lipidovej triedy. DdleZité je napriklad rozliSenie
nasytenych a nenasytenych fosfolipidov alebo stanovenie lyzofosfolipidov a oxidovanych
lipidov vznikajicich pocas oxidacného stresu a zapalu. Zmeny lipidového profilu mézu
poukazovat’ na poruchu syntézy surfaktantu, prestavby mastnych kyselin, transportu lipidov
do lamelarnych teliesok alebo na zvySenu degradéciu surfaktantu.

NovsSou moznost'ou je zobrazovacia hmotnostna spektrometria, napriklad MALDI-MSI, ktora
spaja molekulovu analyzu so zobrazenim priestorového rozloZenia lipidov v pl'icnom tkanive.
Umoznuje sledovat, v ktorych oblastiach pltic sa jednotlivé fosfolipidy nachadzaju, pripadne
ako sa v tkanive distribuuje exogénne podany alebo izotopovo oznaceny surfaktant.
Jej vyhodou je zachovanie priestorovej informacie, kvantifikicia a jednoznacné rozliSenie
Strukturne podobnych lipidov vSak mézu byt ndrocnejSie. Preto sa zvyCajne kombinuje
s klasickou LC-MS/MS analyzou extrahovanych lipidov.

Lipidomika vyrazne rozsiruje moznosti hodnotenia surfaktantového metabolizmu, sama vSak
neurcuje jeho povrchovu aktivitu. Zistené zmeny lipidového zloZenia by preto mali byt
porovnané s vysledkami surfaktometrie, mechaniky pluc a hodnotenia poSkodenia

alveolokapilarnej membrany.
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4.3.2 Analyza surfaktantovych proteinov

Analyza surfaktantovych proteinov sa zameriava najmé na SP-A, SP-B, SP-C a SP-D, pripadne
na ich prekurzory, oligomérne formy a produkty degradacie. Materidlom moéze byt tekutina
ziskana bronchoalveoldrnou lavadzou, homogenat plicneho tkaniva, bunkovy lyzat alebo
kultiva¢né médium alveolarnych buniek. Vol'ba metddy zavisi od toho, ¢i je cielom stanovit
koncentréciu proteinu, jeho molekulovi formu, priestorové rozlozenie alebo Sirsi proteinovy
profil vzorky.

Enzymova imunoanalyza ELISA umoziuje kvantitativne stanovit’ vybrany protein pomocou
Specifickych protilatok. Je vhodna najmi na analyzu vicSieho poctu vzoriek a pri dostatocne
validovanej metode poskytuje citlivé a reprodukovatel'né vysledky. Vysledna hodnota vsak
predstavuje mnoZzstvo antigénu rozpoznané¢ho pouzitymi protilatkami. Nemusi rozliSovat
medzi zrelym proteinom, jeho prekurzorom, fragmentom alebo roéznymi oligomérnymi
formami. Porovnatel'nost’ vysledkov preto zavisi od vlastnosti protilatok, pouzitého Standardu
a od zlozenia analyzovanej vzorky.

Imunoblot, oznaCovany aj ako Western blot, umoziuje posudit’ nielen pritomnost’ proteinu, ale
aj jeho zdanlivii molekulovli hmotnost’. Proteiny sa najskor rozdelia elektroforézou, prenest
na membranu a nasledne deteguju Specifickou protilatkou. Metdoda umoznuje odlisit’ zrelé
proteiny od niektorych prekurzorov a produktov degradécie. Pri analyze SP-B a SP-C mdze
poskytnut’ aj informaciu o monomérnych, dimérnych alebo vyssich molekulovych formach.
Analyza hydrofébnych SP-B a SP-C je metodicky naro¢nejsia nez analyza hydrofilnych SP-A
a SP-D. SP-B a SP-C sa silno viazu na lipidy, moZu agregovat’ a pocas extrakcie, elektroforézy
alebo prenosu na membranu sa mozu €iastocne stracat’. Vyznam ma preto zlozenie extrakéného
roztoku, typ elektroforetického gélu a membrany, ako aj Specificita protilatok. Pri hodnoteni
prekurzorov treba poznat’ epitop rozpoznavany protilatkou, pretoze protilatky namierené proti
rozdielnym castiam prekurzorového proteinu nemusia detegovat rovnaké produkty jeho
spracovania.

Proteomika zalozend na hmotnostnej spektrometrii umoziuje sucasne identifikovat’ a relativne
alebo absolutne kvantifikovat’ vel'ké mnozstvo proteinov. Pri naj¢astejSie pouzivanej ,,bottom-
up“ proteomike sa proteiny rozstiepia enzymom, spravidla trypsinom, a vzniknuté peptidy sa
analyzuji pomocou LC-MS/MS. Identifikécia proteinov vychddza z hmotnosti a fragmentacie
peptidov a ich porovnania s proteinovymi databazami. Kvantifikdcia méze byt bez znacenia
alebo moze vyuzivat’ izotopové a izobarické znacky umoziujice porovnanie viacerych vzoriek.
Moderné proteomické postupy dokazu okrem surfaktantovych proteinov zachytit' aj proteiny

spojené so zapalom, oxidacnym stresom, proteolyzou, transportom lipidov, bunkovym
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poskodenim a poruchou alveolokapildrnej membrany. Aktudlnym trendom je zniZovanie
potrebného objemu vzorky a zjednoduSovanie spracovania tak, aby sa obmedzili straty
proteinov a zvysila reprodukovatel’nost’ analyzy.

Imunohistochemické a imunofluorescenéné metédy doplhaju  kvantitativne analyzy
o informaciu o priestorovom rozlozeni proteinov. Umoziuju lokalizovat’ surfaktantové proteiny
a ich prekurzory v alveolarnych bunkéch II. typu, bunkach bronchiolového epitelu alebo
v extracelularnom priestore. Pomocou viacfarebnej imunofluorescencie mozno sucasne
sledovat’ surfaktantové proteiny, markery lamelarnych teliesok, bunkovej proliferacie,
apoptozy alebo zépalovych buniek. Intenzita imunohistochemického signalu vSak nie je
priamym ekvivalentom koncentracie proteinu. Ovplyviiuje ju fixdcia tkaniva, spristupnenie
epitopu, vidzbova Specificita protilatky, nastavenie mikroskopu a spdsob obrazovej analyzy.
Nevyhnutné st negativne a pozitivne kontroly a pri kvantifikacii rovnaké podmienky snimania

vsetkych porovnavanych vzoriek.

4.4 In vitro, ex vivo a in vivo modely

Experimentalne modely surfaktantu sa liSia mierou biologickej komplexnosti. /n vitro systémy
umoznuju skimat’ jednotlivé bunkové a molekulové mechanizmy, ex vivo modely zachovavaja
Cast’ alebo cely orgdn mimo organizmu a in vivo modely poskytuju informécie o funkcii
surfaktantu v podmienkach celého respiracného systému, resp. celého organizmu. Jednotlivé

pristupy sa preto navzajom dopliiaju.

4.4.1 Bunkové kultiry a alveolarne organoidy

Bunkové kultiry sa vyuZzivaji na Studium syntézy, spracovania a sekrécie surfaktantovych
lipidov a proteinov. Najvacsi vyznam maju primarne alveolarne bunky II. typu a bunkové linie
s vlastnostami alveolarneho epitelu. V kontrolovanych podmienkach mozno sledovat’ ich
odpoved’ na mechanické napitie, hypoxiu, zdpalové mediatory, oxidacny stres alebo lieciva.
Klasické dvojrozmerné kultary st dobre reprodukovatel'né, ale alveolarne bunky II. typu v nich
modzu postupne stracat’ svoj povodny fenotyp. Alveolarne organoidy predstavuju trojrozmerné
kultary vytvorené z priméarnych alebo pluripotentnych kmeniovych buniek. LepSie zachovavaju
diferenciaciu alveolarneho epitelu a umoziuju Studovat’ tvorbu lamelarnych teliesok, expresiu
surfaktantovych proteinov, regeneraciu epitelu a geneticky podmienené poruchy surfaktantu.
Nemodeluji vsak Gplna pltcnu cirkulaciu, ventildciu ani komplexni imunitni odpoved’, a

preto nenahradzaji funkéné hodnotenie v celom orgéne.
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4.4.2 Model lung-on-chip

Model ,,pl'ic na ¢ipe* (lung-on-chip) je mikrofluidny systém, ktory napodobiiuje vybrané
vlastnosti alveolokapilarneho rozhrania. Alveolarne epitelové a mikrovaskularne endotelové
bunky st zvycajne kultivované na opacnych stranach priepustnej membrany. Niektoré systémy
umoziuju vytvarat rozhranie vzduch — tekutina, prietok média a cyklické mechanické
napinanie podobné dychovym pohybom (obr. 25).

Tieto modely sa pouzivaji na §tidium mechanotransdukcie, permeability alveolokapilarnej
membrany, zapalovej odpovede a transportu lieciv. Vo vyskume surfaktantu umoziuja
sledovat’ jeho sekréciu, distribuciu a interakciu s alveolarnym epitelom pocas mechanického
namahania. Ich limitaciou je zjednoduSenie Struktury plic, rozdiely medzi konStrukciami
jednotlivych ¢ipov a absencia systémovych regulacnych mechanizmov. Vysledky preto

nemozno priamo povazovat’ za odpoved’ celych pl'uc alebo organizmu.

Bocné podtlakové komory

Vzduch '
|‘ )} Horna komora
.
; % Membréna
] Kultlvacne medlum Dolna komora
Podtlak Mechanické napinanie Podtlak

Obrazok 25 Schematické znazornenie mikrofluidného systému ,,pliic na cipe“. Prierez modelom zobrazuje hornu
komoru vystlanu ludskymi pliicnymi epitelovymi bunkami a dolnu komoru vystlanu pliicnymi endotelovymi
bunkami, ktoré su oddelené tenkou poréznou membranou. Bocné vakuové kanaliky roztahuji membranu, ¢im
napodobniuji mechanické sily pri dychani v podmienkach in vivo (upravené podla Cidem et al. 2020).

4.4.3 1zolované a ex vivo perfundované plica

V modeli izolovanych perfundovanych pl'ic sa orgdn mimo tela ventiluje a si¢asne preplachuje
perfiznym roztokom. Na rozdiel od bunkovych kultur zostdva zachovand priestorova
organizicia pl'uc, alveolokapilarna membrana, dychacie cesty a pl'icna cirkuldcia. Kontrolovat’

mozno ventila¢né tlaky, objemy, zloZenie perfuzatu a podmienky poskodenia.
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Model umoziuje sledovat’ pl'icnu mechaniku, vymenu plynov, vznik edému, permeabilitu
alveolokapilarnej membrany, distribuciu exogénneho surfaktantu a jeho vplyv na funkciu
celého organu. Vyhodou je obmedzenie vplyvu ostatnych organov a moznost’ presne
kontrolovat’ experimentalne podmienky. Nevyhodou je ¢asovo obmedzend Zivotaschopnost’
plic a nepritomnost’ systémovej, nervovej a hormonalnej regulacie. Pl'ica perfundované ex
vivo preto predstavuju prechod medzi zjednoduSenymi in vitro systémami a komplexnymi

pokusmi in vivo.

4.4.4 In vivo modely

Zvieracie modely umoziuji hodnotit’ surfaktant v podmienkach celého respiracného systému
vratane jeho distribucie, vplyvu na mechaniku plic, vymenu plynov, zapalova odpoved’ a
alveolokapilarnu membranu. Pouzivaji sa najmé na Stidium primarneho deficitu surfaktantu
pri nezrelosti pl'ic a jeho sekundarnej dysfunkcie pri akutnom poskodeni pl'uc.

Ziadny zvieraci model nereprodukuje vsetky znaky ludského ochorenia. Jeho vol'ba preto
zavisi od skimaného mechanizmu, druhu testovanej intervencie a pozadovanych vysledkov.
Pri interpretacii treba zohl'adnit’ rozdiely medzi druhmi, sposob indukcie poSkodenia, jeho

zavaznost’ a trvanie.

4.4.4.1 Modely primarneho deficitu surfaktantu

Pri experimentalnych modeloch primarneho nedostatku surfaktantu ide z hl'adiska ontogenézy
najmi o Stadium vyvoja pluc, charakterizované nezrelost'ou plicneho tkaniva a obmedzenou
sekréciou surfaktantu. Nedostato¢na tvorba surfaktantu vedie k atelektdzam, znizeniu funkéne;j
rezidudlnej kapacity a poruche vymeny plynov, ¢im model reprodukuje hlavné znaky RDS.
Takto nastaveny model poskytuje relevantné prostredie na analyzu nedostatku surfaktantu a
testovanie terapeutickych intervencii zameranych na stabilizdciu nezrelého plicneho
parenchymu.

NajcastejSie pouzivanym experimentdlnym modelom st predcasne narodené kraliky, ktorych
plucny vyvoj je dobre charakterizovany a v ur€itych Stadiach gravidity vykazuje vyrazny deficit
surfaktantu. Krali¢ie plody porodené priblizne v 27.-28. dni gestacie (pri celkovej dizke
gravidity okolo 32 dni) maju eSte nezrely surfaktantovy systém a su pritomné fyziologické a
morfologické znaky charakteristické pre RDS. Tento model sa pouziva na experimentdlne
hodnotenie Uc¢innosti exogénnych surfaktantovych preparatov a na Stidium mechanizmov

distribucie surfaktantu v pl'icach. Model predcasne narodenych kralikov predstavuje urcity
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kompromis medzi biologickou relevanciou vzhl'adom na podobnost’ s 'udskymi tkanivami a
dostupnostou experimentdlnej metodiky pre nizSie ndklady a nizSiu technickil naro¢nost
v porovnani s vi¢§imi modelmi (obr. 26).

Ako experimentalny model slizia aj predc¢asne narodené jahnata alebo prasatd, ktorych pluca
sa svojou stavbou a funkciou vyrazne podobaju plicam novorodencov. Experimenty sa u
jahniat najéastejsie realizujti priblizne v 125.—130. dni gestacie (pri celkovej dizke gravidity
145-150 dni) a u prasiat priblizne v 102.—-105. dni gestacie (pri celkovej dizke gravidity
priblizne 114 dni). Velkost' pluc, architektura alveolarneho parenchymu, vyvoj plucnej
cirkuldcie a mechanické vlastnosti respiracného systému umoznuju detailnejSie Studovat
fyziologiu a patofyziologiu perinatalneho obdobia. V porovnani s malymi zvieracimi modelmi
poskytuju realistickejSie podmienky pre analyzu ventilaénych stratégii, distribcie ventilécie,
vymeny plynov a interakcie medzi plucnou ventilaciou a perfiziou. Model predcasne
narodenych jahniat sa pouziva na S$tudium mechanizmov kardiopulmondlnej adaptécie,
prechodu z fetalneho typu cirkuldcie na postnatalny. Vyuzitie invazivnych technik v tomto
modeli umoziiuje priamo korelovat’ zmeny v pl'icnej cirkulécii s externymi faktormi, akymi st
hypoxia, mechanickd ventilacia a farmakoterapia. Vd’aka invazivnemu hemodynamickému
monitoringu mozno kvantifikovat’ kI'aicové ukazovatele, ako tlak v pl'icnej artérii, prietok krvi
plucami a systémovy krvny tlak. Model predCasne narodenych prasiat poskytuje podobné
experimentdlne moznosti. Vdaka relativne velkej hmotnosti zvierata umoziuje vyuzitie

klinicky pouzivanych ventilacnych systémov, katetrizacnych technik a zobrazovacich metod.
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o Vysoké naklady

o Narocné poZiadavky na chov
a infrastruktaru
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o Etické a logistické obmedzenia
o Vyssia technicka narocnost experiW

Obrazok 26 Porovnanie vybranych zvieracich modelov pouzivanych pri experimentalnom Studiu primarneho
deficitu plicneho surfaktantu. Schéma sumarizuje hlavné vyhody a nevyhody modelovych zvierat. Predcasne
narodené kraliky predstavuju prakticky kompromis medzi biologickou relevanciou, experimentdlnou
dostupnostou a technickou narocnostou, zatial’ ¢o vel'ké zvieracie modely poskytuju Sirsie moznosti komplexného
monitorovania a translacne orientovanych Studii (viastné spracovanie Mikolka P., 2026)

Zhrnutie patofyzioldgie pri modeloch primérneho deficitu surfaktantu

- nedostato¢na produkcia surfaktantu pneumocytmi II. typu v désledku nezrelosti plic

- zvySené povrchové napétie na rozhrani vzduch — tekutina v alveolach

- znizena poddajnost’ pl'ic a zvySend mechanickd naro¢nost’ ventilacie

- kolaps alveol pocas exspiria a ich opakované otvaranie pocas inspiria

- mechanické poSkodenie alveolarneho epitelu v dosledku cyklického kolabovania a

reexpanzie alveol

- nerovnomerna distriblicia ventilacie a vznik ventila¢no-perfuzneho nepomeru

- hypoxémia a zhorSenie vymeny plynov v dosledku pl'icnych skratov

- zvySena dychova praca, ktora mdze viest’ k progresii respiracného zlyhdvania typického

pre neonatalny RDS
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4.4.4.2 Modely sekundarnej dysfunkcie surfaktantu

Pri akaGtnom syndrome respiracnej tiesne (ARDS) je dominujicim patofyziologickym
mechanizmom casto sekunddrna inaktivacia surfaktantu, kedy je jeho funkcia inhibovana
pritomnost'ou exogénnych a endogénnych faktorov v alveoldrnom priestore.

Experimentdlne modely sekundarnej dysfunkcie surfaktantu napodobiiuji pdsobenie
plazmatickych proteinov, zapalovych medidtorov, produktov bunkového poskodenia a
oxida¢ného stresu na surfaktantovy systém. Ich molekulové mechanizmy st podrobnejsie
opisané v kapitole 2.7.3. V tejto kapitole sa preto pozornost’ sustred’uje na spdsob navodenia
poskodenia, dominantnii zlozku jednotlivych modelov a ich vyuzitie pri hodnoteni

surfaktantovej terapie.

Model nedostatku surfaktantu vytvoreného lavazou
Tento model patri k najcastejSie pouzivanym experimentalnym pristupom. Nedostatok
surfaktantu sa indukuje opakovanou bronchoalveoldrnou lavadzou (BAL) fyziologickym
roztokom zohriatym na telesntl teplotu. Proces vedie k mechanickému odstraneniu alveolarneho
surfaktantu, ¢o indukuje:

- vyrazny pokles plicnej poddajnosti,

- zvySenie pl'icnych skratov,

- rozvoj tazkej hypoxémie.
Model sa realizuje najmé na kralikoch, potkanoch alebo prasatach a predstavuje vysoko

reprodukovatelny systém na testovanie roznych ventilacnych stratégii a substitucnej terapie.

Model aspiraéného poskodenia pluc

Poskodenie pl'ic aspiraciou sa vyvolava intratrachealnou instilaciou kyseliny chlorovodikovej
(simulécia aspiracie zalido¢ného obsahu) alebo samotného zalido¢ného obsahu. Kyselina
indukuje chemicku pneumonitidu, ktord naruSa alveolarno-kapilarnu membranu. KI'i¢ovym
patofyziologickym mechanizmom je zvySena permeabilita, ktord vedie k prieniku edémove;j
tekutiny bohatej na plazmatické proteiny do alveol. Tieto proteiny sitazia s molekulami
surfaktantu o miesto na rozhrani vzduch — tekutina. Procesom kompetitivnej inhibicie proteiny
prednostne obsadzuju povrch alveol alebo molekuly surfaktantu z neho aktivne vytesiiuju, ¢im
znemoznuju vytvorenie koherentnej fosfolipidovej monovrstvy. Vysledkom je progresivna
alveolarna nestabilita, vznik difuznych atelektaz a nasledny kolaps pl'icneho parenchymu, ¢o

klinicky koreluje s rozvojom t'azkého ARDS.
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Samostatny aspiraény model v novorodeneckom obdobi predstavuje model syndromu aspiracie
mekonia (MAS), pri ktorom sa mekonium podéva do dychacich ciest. Tento model reprodukuje
sekundarnu dysfunkciu surfaktantu v kombinacii s mechanickou obstrukciou dychacich ciest,

chemickym a zapalovym poskodenim a pl'icnou vazokonstrikciou.

Ventilatorom indukované poSkodenie plic

Model VILI (ventilator-induced lung injury) sa pouZiva na experimentidlne navodenie
poskodenia pltic v dosledku nadmerného mechanického zatazenia pocas umelej plucnej
ventilacie. NajCastejSie sa vyuzivaji vysoké dychové objemy, vysoké transpulmonélne tlaky,
nizky alebo nulovy PEEP, pripadne kombinacia tychto faktorov. Vysledkom je poSkodenie
alveolarneho epitelu a endotelu, zvySenie permeability alveolokapildrnej membrany, zépalova
odpoved’ a sekundédrna dysfunkcia surfaktantu.

Patofyziologické mechanizmy VILI, vratane volutraumy, barotraumy, atelektotraumy a
biotraumy, st podrobnejsie uvedené v kapitole 2.7.5. V experimentalnom vyskume sa model
VILI vyuziva najmé na $tadium vzt'ahu medzi intenzitou mechanickej ventilacie, poskodenim
plucneho parenchymu a poruchou surfaktantového systému, ako aj na hodnotenie

protektivnych ventilaénych stratégii a terapeutickych intervencii.

Modely indukovaného pl'icneho zépalu

Specificka kategoriu predstavuju modely zamerané na $tadium ulohy surfaktantu pri infekcii.
Najcastejsie sa vyuziva lipopolysacharid (LPS), endotoxin z bunkovej steny gramnegativnych
baktérii, ktory sa aplikuje intratrachedlne alebo intravenozne. LPS aktivuje vrodent imunitnii
odpoved,, alveolarne makrofagy a nabor neutrofilov do pl'ic. Néaslednéd produkcia cytokinov,
proteaz a reaktivnych foriem kyslika moze posSkodzovat alveolokapilarnu membranu a
sekundarne menit’ tvorbu, zlozenie a funkciu surfaktantu.

Pri modeloch priamej bakteridlnej infekcie (napr. Staphylococcus aureus, Escherichia coli
alebo Streptococcus sk. B) dochddza okrem vysSie uvedenych mechanizmov aj k priame;j
enzymatickej degradacii surfaktantu bakteridlnymi fosfolipazami. Tieto modely st doélezitym
experimentalnym néstrojom pri testovani modifikovanych exogénnych surfaktantov, napriklad
preparatov obohatenych o antimikrobidlne peptidy alebo antioxidanty, ktoré su navrhnuté tak,
aby si zachovali funkénu aktivitu aj v prostredi silnej inhibicie surfaktantu zapalom alebo

samotnymi infekénymi agens.
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Model vyvolany kyselinou olejovou

Intravendzne podanie kyseliny olejovej vyvolava predovsetkym poskodenie endotelu pl'icnych
kapilar, zvySenie vaskularnej permeability a vznik edému bohatého na plazmatické proteiny.
Sekundéarne sa moze poskodit’ aj alveolarny epitel a surfaktantovy systém. Ide o zavedeny
model poskodenia pl'uc, ktory zvyraziluje tlohu endotelu, zvySenej vaskuldrnej permeability a
edému bohatého na plazmatické proteiny. Reprodukuje vSak iba niektoré zlozky komplexnej

patofyziologie ARDS.

Kombinované modely

Kombinované ,,two-hit* modely vyuZzivaju dva po sebe nasledujlice inzulty, napriklad aspiraciu
kyseliny alebo podanie LPS spojené s naslednym ventilatorom indukovanym poskodenim pl'tc.
Prvy inzult poskodi pl'icne tkanivo a zvysi jeho vulnerabilitu voc¢i naslednému zésahu, zatial
¢o druhy inzult vedie k d’alSiemu zosilneniu poskodenia. Tieto modely lepsie reprodukuju
multifaktoridlny vznik ARDS a vyrazni sekundarnu dysfunkciu surfaktantu nez modely
zalozené na jedinom inzulte. Ich nevyhodou je vys$ia variabilita a naro¢nejsie rozliSenie u€inku

jednotlivych mechanizmov

4.4.4.3 Porovnanie experimentalnych modelov ARDS

Volba konkrétneho experimentdlneho modelu ARDS zavisi od vyskumnej otazky, pretoze
jednotlivé modely reprodukuju rozdielne mechanizmy a fazy komplexnej patofyzioldgie
akutneho poskodenia pl'ic. Ziadny model nedokaZe siéasne napodobnit’ vietky charakteristiky
klinického ARDS, vratane poskodenia alveolokapilarnej membrany, zapalovej odpovede,
edému, poruch mechaniky pluc, heterogenity ventildcie, poruch perfuzie a sekundérnej
dysfunkcie surfaktantu.

Jednotlivé modely sa preto liSia nielen mechanizmom indukcie poSkodenia, ale aj rychlostou
rozvoja ochorenia, zdvaznostou hypoxémie, rozsahom zépalu, reverzibilitou zmien a mierou
podobnosti s klinickym ARDS. Lavazny model poskytuje vysoku reprodukovatelnost a
vyraznu depléciu surfaktantu, ale len obmedzene reprodukuje zépalové a vaskularne zlozky
ARDS. Aspira¢né modely lepSie napodobniuju priame poskodenie alveolarneho epitelu a
zvySenu permeabilitu, zatial' co VILI zddéraziiuje mechanické poskodenie pl'uic pri nadmernej
ventilacii. Modely vyvolané LPS alebo bakteridlnou infekciou st vhodné najmi na $tidium

zapalovej odpovede a interakcie medzi infekciou a surfaktantovym systémom. Model s
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kyselinou olejovou naopak vyraznejSie postihuje pliucny endotel a reprodukuje edémové

poskodenie.

Z transla¢ného hl'adiska je preto dolezité volit’ model podl'a dominantného mechanizmu, ktory

ma byt Studovany, a podla typu terapeutickej intervencie. Pri hodnoteni exogénneho

surfaktantu s osobitne vhodné modely s vyraznou depléciou alebo inaktivaciou surfaktantu,

zatial' o pri Studiu protizapalovych alebo vaskularne orientovanych intervencii mozu byt

vhodnejSie modely zalozené na aspiracii, infekcii alebo endotelidlnom poskodeni. Prehlad

zakladnych charakteristik jednotlivych modelov je uvedeny v tab. 3.

Tabul’ka 3 Prehl'ad modelov sekundarnej dysfunkcie surfaktantu (upravené podla Matute-

Bello et al., 2008 a odporucani American Thoracic Society pre experimentdlne modely

akutneho poskodenia pl'ic 2011, 2022).

Experimentalny Hlavny

model

Lavazny (BAL)

Aspiracny
(HCI)

VILI

LPS/
bakterialna
infekcia

Kyselina
olejova

mechanizmus

Mechanické
odstranenie
alveolarneho
surfaktantu

Priame
chemické
poSkodenie
alveolarneho
epitelu

Nadmerny
mechanicky
stress a strain
pocas
ventilacie

Aktivacia
vrodene;j
imunity a
z4palove;j
odpovede

Primarne
posSkodenie
plicneho
endotelu

Dominantny typ
poskodenia

Deplécia surfaktantu,
atelektazy, porucha
mechaniky a vymeny
plynov

Epitelova nekroza,
zvysena
permeabilita,
alveolarny a
intersticialny edém,
hemoragia a zapal
Poskodenie
alveolokapilarnej
membrany, zvySena
permeabilita, edém a
zapalova odpoved
Neutrofilny zapal,
posSkodenie
alveolokapilarnej
membrany a
sekundarna
dysfunkcia
surfaktantu
ZvySena vaskularna
permeabilita,
proteinézny edém,
alveolarna
hemoragia, trombdza
a zapal

Reverzibilita*

Vysoka

Stredna az
nizka

Stredna az
nizka

Spravidla
stredna az
vysoka pri
LPS;
variabilna pri
infekcii

Stredna az
vysoka

Klinicka paralela

ARDS s vyraznou
dysfunkciou/depléciou
surfaktantu; funkéne
pripomina niektoré
aspekty neonatalneho
RDS

Aspiracia kyslého
Zaludoéného obsahu,
aspiracna
pneumonitida

Ventilatorom
indukované
poskodenie pluc

Sepsa alebo
bakterialna
pneuménia podla
spbsobu podania

Poskodenie pluc pri
tukovej embdlii

*Reverzibilita vyrazne zavisi od davky, druhu zvierata, dizky experimentu a pridruzenych inzultov; nejde o

absolutnu vlastnost’ modelu.
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Zhrnutie patofyziologie pri modeloch sekundéarnej dysfunkcie surfaktantu
V zévislosti od mechanizmu, intenzity a trvania poskodenia mozu jednotlivé modely vykazovat’
niektoré alebo viaceré z nasledujucich znakov:
- poskodenie alveolokapildrnej membrany, ktoré vedie k zvySenej permeabilite pl'acnych
kapilar
- prenikanie plazmatickych proteinov do alveoldrneho priestoru, ktoré interferuju
s molekulami surfaktantu
- kompetitivna inhibicia surfaktantového filmu plazmatickymi proteinmi
- zmeny v zloZeni surfaktantu, vratane degradécie fosfolipidov a proteinov
- naruSenie organizicie surfaktantového filmu, ktoré¢ vedie k zvySeniu povrchového
napétia
- zniZena stabilita alveol a vznik difuznych atelektaz
- zapal v pl'icnom parenchyme, spojeny s infiltraciou neutrofilov a produkciou cytokinov
- alveolarny edém, ktory d’alej zhorSuje funkciu surfaktantu

- porucha ventilacie a perfuzie a hypoxémia typicka pre akttne poskodenie pl'ic

4.5 Funkéné hodnotenie surfaktantu v experimentalnych modeloch

V experimentalnych Stididch na zvieratach sa funkcia surfaktantu ¢asto hodnoti nepriamo
prostrednictvom zmien mechanickych vlastnosti pl'iic, efektivity vymeny plynov a morfologie
plucneho parenchymu. Ked’ze surfaktant vyznamne ovplyviiuje stabilitu alveol a mechaniku
pluc, jeho deficit alebo dysfunkcia sa prejavuju charakteristickymi zmenami viacerych

fyziologickych parametrov.

Hodnotenie pl'icnej mechaniky

Jednym z najcitlivejSich ukazovatel'ov poruchy surfaktantu je zniZenie pl'icnej poddajnosti a
zvysenie elastancie. Hodnoti sa dynamicka alebo staticka poddajnost’, tlakovo-objemové krivky
a podla charakteru modelu aj odpor dychacich ciest. Tieto parametre odrazaji mechanicka
narocnost’ rozvinutia plic a stabilitu alveol, nie st vSak Specifické iba pre surfaktant.

Ovplyviiyje ich aj edém, bronchokonstrikcia, nastavenie ventilacie a stav hrudnej steny.
Hodnotenie vymeny plynov

Porucha surfaktantu vedie k atelektazam, heterogenite ventilacie a vzniku plicnych skratov.

Sleduju sa preto najmd PaO., PaCO:, pomer PaO:/FiO: a pri ventilovanych modeloch aj
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oxygenacny index. ZlepSenie oxygenacie po podani surfaktantu moéze poukazovat
na obnovenie alveolarnej stability a ventilacie, ale zavisi aj od perfuzie, ventilacnej stratégie a

distribucie podaného preparatu.

Alveolokapilarna permeabilita a pl'ucny edém

Integrita alveolokapildrnej membrany sa hodnoti podla prestupu plazmatickych proteinov
alebo znacenych molekul do alveolarneho priestoru. PouZziva sa napriklad stanovenie celkovych
proteinov a albuminu v BAL. Mnozstvo plicneho edému mozno urcit’ pomerom vlhkej a suchej
hmotnosti pl'tic. Tieto ukazovatele opisuji najméa poskodenie membrany a hromadenie tekutiny,

ktoré mozu nasledne inhibovat’ surfaktant.

Histologické a morfometrické hodnotenie

Strukturalne zmeny plicneho tkaniva sa analyzuju pomocou histologickych a morfometrickych
metdd. Pri nedostatku surfaktantu alebo jeho inaktivécii sa typicky pozorujt difuzne atelektazy,
nerovnomerné prevzdusnenie alveol, zhrubnutie alveolarnych sept a pritomnost” alveolarneho
edému, hemordgie, hyalinnych membran alebo zapalovych buniek. Morfometria umoziiuje
tieto parametre kvantitativne hodnotit’. Spol'ahlivé porovnanie vyzaduje rovnaky spdsob fixacie

a rozvinutia pl'uc a zaslepené hodnotenie preparatov.

Analyza surfaktantu po experimente

Okrem fyziologickych a morfologickych ukazovatelov sa stav surfaktantového systému
hodnoti analyzou bronchoalveolarnej lavaznej tekutiny (BAL). T4 umoziiuje nepriamo posudit’
mnozstvo, zloZenie a zastipenie jednotlivych frakcii surfaktantu v lavdZovanej oblasti pl'uc.
NajcastejSie sa stanovuje celkovy obsah fosfolipidov a zastupenie hlavnych lipidov vratane
DPPC. Podrobnejsiu charakterizaciu jednotlivych lipidovych tried a molekulovych foriem
umoziuje lipidomika a hmotnostnd spektrometria, ktoré st opisané v kapitole 4.3.1. Zo
surfaktantovych proteinov sa sledujii najmd SP-B a SP-C, pripadne SP-A a SP-D. Na ich
stanovenie sa pouzivaju ELISA, Western blot a d’alSie metddy uvedené v kapitole 4.3.2.
Diferencidlnou centrifugaciou mozno surfaktant rozdelit na povrchovo aktivnejSie velké
agregaty (LA) a menej aktivne malé agregéty (SA). Znizenie pomeru LA/SA mdze poukazovat
na prestavbu alebo inaktivaciu surfaktantu. Zastipenie tychto frakcii vSak zavisi od spdsobu
spracovania vzorky, preto sa ma interpretovat’ spolu s priamym meranim povrchovej aktivity

opisanym v kapitole 4.1.
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Vyznamnym obmedzenim BAL je variabilné zriedenie epitelovej vystelkovej tekutiny
lavdznym roztokom. Namerané koncentracie preto nemozno automaticky povazZovat
za skuto¢né koncentrécie v alveolarnom priestore. Pri porovnavani skupin je potrebné pouzivat’
rovnaky lavdzny postup, uvadzat' aplikovany a ziskany objem a zvolit vhodny spdsob

normalizacie vysledkov.
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Zaver

Pltcny surfaktant predstavuje jeden z hlavnych faktorov mechanickej stability pluc, efektivnej
vymeny plynov a zachovania funk¢nej integrity alveolarneho priestoru. Jeho vyznam vSak
nemozno redukovat’ iba na klasické vysvetlenie zniZovania povrchového napétia. Stcasné
poznatky ukazuju, ze surfaktant je komplexny a dynamicky systém, ktorého vlastnosti
vyplyvajl z presne organizovanych interakcii medzi lipidovymi a proteinovymi zlozkami, z ich
priestorového usporiadania na rozhrani vzduch — tekutina, ako aj z jeho zapojenia do bunkovych
a zépalovych procesov v pl'icnom tkanive.

Ciel'om skript je ukédzat’, Ze porozumenie fyzioldgii surfaktantu je nevyhnutnym predpokladom
pre spravnu interpretaciu jeho dysfunkcie v klinickych aj experimentalnych podmienkach. Kym
pri niektorych stavoch dominuje kvantitativny deficit surfaktantu, pri inych ide skor o jeho
kvalitativne zmeny, naruSenu distribiciu, zmenu zloZenia alebo zmenu recyklacie v prostredi
zapalu, edému a mechanického poSkodenia pl'ic. Prave tato biologickéd a patofyziologicka
heterogenita vysvetl'uje, pre€o uspech surfaktantovej terapie nemozno automaticky ocakavat’
u roznych vekovych skupin a klinickych patologickych jednotiek.

Osobitny vyznam ma vyuzitie teoretickych poznatkov pri vyvoji exogénnych surfaktantov.
Moderny exogénny surfaktant nemé byt chapany len ako nahrada chybajuceho materidlu, ale
ako presne navrhnuty biofyzikdlny a biologicky systém, ktorého ucinnost zavisi
od molekulédrneho zlozenia, odolnosti voci inaktivacii, spdsobu podania, distribticie v pl'icach
a jeho schopnosti zachovat’ si funkciu v odliSnych patofyziologickych podmienkach plicneho
poskodenia. Buduci pokrok preto nebude zalozeny iba na optimalizacii jednotlivych zloziek
surfaktantu, ale na prepajani viacerych urovni poznatkov, od Struktury a dynamiky
reorganizacie surfaktantového filmu na rozhrani vzduch — tekutina, cez experimentalne modely,
az po raciondlne navrhnuté stratégie podania.

Vyznamnu ulohu v tomto procese zohravaji experimentidlne modely a metodické pristupy
pouzivané na hodnotenie surfaktantu. Ziadny model nie je univerzalne platny a jednotlivé
metodické pristupy zachytavaju len Ciastocné aspekty funkcie surfaktantu. /n vitro systémy
umoznuju presne charakterizovat’ povrchovu aktivitu a odolnost’ voci inaktivacii, zatial' ¢o
in vivo modely prinaSaji informaciu o distribucii, fyziologickej odpovedi a terapeutickom
efekte v komplexnom biologickom prostredi. Interpretacia vysledkov preto vyzaduje
jednozna¢né zohladnenie limitov jednotlivych modelov a integraciu biofyzikalnych,

morfologickych a funkénych dat do jednotného interpretacného ramca.
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Z pedagogického aj vyskumného hl'adiska je preto pl'icny surfaktant vhodnym prikladom témy,
na ktorej mozno demonstrovat,, Ze fyziologia nie je izolovany opis normalnej funkcie, ale
zaklad pre pochopenie patofyziologie, diagnostiky, experimentdlneho modelovania
aj racionalnej terapie. Prave v tom spociva aj hlavny odkaz tychto skript. Porozumenie
surfaktantu si vyZaduje integraciu poznatkov od molekulovej organizacie a biofyziky rozhrania
az po experimentdlne modely a klinicky kontext. Napriek vyznamnému pokroku zostava
viacero kl'icovych otdzok nezodpovedanych. Aké molekulové vlastnosti musi mat’ idedlny
synteticky surfaktant pre rézne typy respiracného zlyhania? Aky spdsob podania zabezpeci
najlepsiu distribuciu v heterogénne poskodenych plucach? Ktoré experimentalne ukazovatele
spol'ahlivo predikuju klinicky efekt? Aj tieto otazky prispievaju k tomu, Ze vyskum surfaktantu
je dynamickou oblastou na rozhrani fyzioldgie, biofyziky, farmakoldgie a translacnej

mediciny.
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modely poskytuju SirSie moznosti komplexného monitorovania a transla¢ne orientovanych stadii
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