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ABSTRAKT

U pacientl po kardiochirurgické operaci dochazi ke zvySeni hladiny molekul
stavem pacienta, ale také samotnym charakterem operace, kdy je pouzity
konvencni mimotélni obéh. Tato technika vede k poSkozeni krevnich elementd
pfimym kontaktem se vzduchem a castmi mimotélniho obéhu, a rovnéz
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni. Specifika kardiochirurgické operace pak
maji vliv na pooperacni komplikace jako je multiorganové selhani nebo septicky
Sok.

Diplomova prace je rozdélena na €ast teoretickou a praktickou. V teoretické
Casti je popsan princip a vliv kardiopulmonalniho bypassu na lidsky organismus
a komplikace, které jsou s jeho pouzitim spojovany. Dale je zde popsany IFN-y,
jako potencialni marker septickych stavd, ktery by mohl odrazet klinicky
pooperacni stav pacientu.

V praktické Casti diplomové prace byla sledovana procentualni zména
vybranych bunécnych populaci a produkce IFN-y v periferni krvi pacientl pred
a po kardiochirurgické operaci. Dale byla zkoumana odpovéd jednotlivych
izolovanych populaci zdravych dobrovolnikt na vybrané stimulatory.

Procento  sledovanych  bunéCnych populaci i produkce IFN-y
u kardiochirurgickych pacientl byly vyrazné snizené v pooperacnim obdobi oproti
stavu pfed operaci. Tento pokles znaci naruseni integrity imunitniho systému, kdy
pacient neni schopny plné odpovidat na vnéjSi mikrobialni podnéty. U zdravych
dobrovolniku doslo k nejvyssi produkci IFN-y u izolovanych T-lymfocytu, které ale
byly schopny produkce IFN-y az po kombinované stimulaci spojené s aktivaci TCR
komplexu.

Klicova slova: stimulace leukocytl, IFN-y, sepse, izolace bunék, srdecni

operace, kardiopulmonalni bypass, imunosuprese



ABSTRACT

In patients after cardiac surgery, there is an increase in the level of
molecules with both pro-inflammatory and anti-inflammatory effects. This increase
is influenced by the patient's clinical condition, but also by the nature of the
operation itself, which uses conventional extracorporeal circulation. This technique
leads to damage to blood elements by direct contact with air and parts of the
extracorporeal circulation, as well as to ischemia-reperfusion injury. The specifics
of cardiac surgery then affect possible postoperative complications such as
multiorgan failure or septic shock.

The diploma thesis is divided into a theoretical and a practical part. The
theoretical part describes the principle and influence of cardiopulmonary bypass
on the human body and the complications that are associated with its use.
Furthermore, IFN-y is described herein as a potential marker of septic conditions
that could reflect the clinical postoperative condition of patients.

The practical part of the diploma thesis monitored the percentage change of
selected cell populations and the production of IFN-y in the peripheral blood of
patients before and after cardiac surgery. Furthermore, the response of individual
isolated populations of healthy volunteers to selected stimulators was investigated.

The percentage of monitored cell populations and IFN-y production in
cardiac surgery patients were significantly reduced in the postoperative period
compared to the condition before surgery. This decrease indicates a disruption of
the integrity of the immune system where the patient is unable to respond fully to
microbial stimuli. In healthy volunteers, the highest production of IFN-y occurred in
isolated T-lymphocytes, which were able to produce IFN-y only after the combined
stimulation associated with the activation of the TCR complex.

Key words: leukocyte stimulation, IFN-y, sepsis, cell isolation, cardiac

surgery, cardiopulmonary bypass, immunosuppression



OBSAH

SEZNAM ZKRATEK ...ttt e e e e e et e e e e eneeeaeeens 9
UVOD ettt et e oo et e e e e et e e e e et e e e e e e nee e e e e e anneeeaeeaneeeeaeaas 12
LITERARNIPREHLED........cooeitieeeeeeeeeee e en e 13
1 MIMOTELNI OBEH.......cooiiiiieoeeeeeeeeeeee e, 14
1.1 Systémové komplikace po CPB..........ccooiiiiiiiiicceeee e, 16

1.2 Vybrané biomarkery ..........ooo oo 16

1.2.1  C-reaktivni protein (CRP) ........cooviiiiiiiicce e 16

1.2.2 Prokalcitonin (PCT) .o 17

1.2.3 Tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-Q)...........cccovriiiiiiiiieenenn. 17

1.3 KINICKE PrOJEVY .. ..o e s 17

1.4 Cytokiny spojen€ S CPB ... 18

1.5  Akutni poSkozeni ledvin (AKI) ..o 21

1.6 Plicni KOMPIKACE ........ceeiiiiiee e 21

1.6.1 1SChemie PlIC......uueeiiee e 22

1.6.2 ZAn&tiVAreakCe .........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 22

1.7 KognitivNi POTUCNY ..o 22

2 INTERFERON GAMMA ...ttt e e e e ennaeee e e enees 24
2.1 Charakteristika IFN-Y.........cooiiiiiice e 24

2.2 BiIioSYNIEZa IFN-Y .o 25

2.3 Antivirove UCINKY IFN-Y ... 26

P S | o\ BV = Tot =T o] (o ] PP 27

2.5 SIignalizace IFN-Y .....cooomiiiiee e 28
2.5.1 Negativni regulace signalizace IFN-y .........cccccooiiiiiiiiiiinnn. 29
PRAKTICKA CAST ... 31
3 CILE DIPLOMOVE PRACE .....cooiiiiiiieieieeseisss e 32

4 MATERIAL A METODY ...ooiiieoeeeeee ettt 33



4.1 POUZItE reagenCie...........cooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 33

4.1.1 Izolace buné€nych populaci ...........cceeeeiiiiiiiiii e 33
4.1.2 Kultivace a stimulace bunéénych populaci..........ccccccceeeeeenn. 33
413 ANAIYZY ..o 33
4.2 PFISIOJe .o 35
4.3 POMUCKY ...euuiiie e e e e e e e et e e e e e e e e e e e s e e e e aaeeanane 35
Y 1= (oo | U 36

4.4.1 Predpokus ke stanoveni optimalni koncentrace stimulanta LPS

4.4.2 Stanoveni koncentrace IFN-y metodou ELISA........................ 37
4.4.3 Meéreni IFN-y pomoci HEK-Dual IFN-y reportérovych bunék... 38

4.4.4 1zolace MONOCYLU ....cooueiiiiiiiiiee e 38

445 lzolace T lymfOCYU.....ccuuueiiiiiieeiii e 39

4.4.6 1zolace leUKOCYLU .......cccuuuiiiiiiieee e 40

4.4.7 Ovéfeni Cistoty bunék na pritokovém cytometru .................... 40

4.4.8 Sekrecni esej (Miltenyi BioteC) .......ccovvvvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 41

5 CHARAKTERISTIKA SOUBORU PACIENTU .....ccoooviviiieeeeeeeeeee e 42
B ST AT ST KA ettt e e e e e e e e e e e e e e e enneeeeeeennees 43
7 VYSLEDKY ..ottt 44
7.1 Produkce IFN-y u pacientl pred a po kardiochirurgické operaci ......... 44
7.1.1 Produkce IFN-y u pacientu méfené metodou ELISA............... 44

7.1.2 Produkce IFN-y u pacientt méfené pomoci lidskych
reportérovych bunék HEK293 ... 45

7.2 Procentualni zastoupeni bunéénych populaci u pacientll pfed a po

kardiochirurgiCKé OPEracCi............couuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 46

7.2.1 Procentualni zastoupeni monocytl pfed a po kardiochirurgické
(o] 011 = L] I 46



7.2.3 Procentualni zastoupeni lymfocytd pfed a po kardiochirurgické

(o] 0 =] - L] ISP 47

7.2.4 Procentualni zastoupeni CD3 pozitivnich T lymfocytd pfed a po

kardiochirurgiCké OPeracCi............cceeevveuuiiiiieiiieeeeeeice e 48

7.3 Gatovaci strategie procentualniho zastoupeni bunék kardiologickych

pacientl v periferni Krvi ... 49
7.3.1 Procentualni zastoupeni leukoCytU.............cccviiiieiieeiiiiiinee. 49
7.3.2 Procentualni zastoupeni CD14 pozitivhich monocytdu ............. 50
7.3.3 Procentualni zastoupeni CD3 pozitivnich T lymfocyta............. 51
7.4 Produkce IFN-y po stimulaci izolovanych bunék zdravych darcu ........ 52
7.4.1 Produkce IFN-y monocyty po stimulaci LPS a R848................ 52

7.4.2 Produkce IFN-y T lymfocyty po stimulaci LPS, R848, IL-2
A aNti-CD3 ..o 53

7.4.3 Produkce IFN-y leukocyty po stimulaci LPS, R848, IL-2
AaNti-CD3 ... 54

7.5 Gatovaci strategie ovéreni Cistoty izolovanych bunécnych populaci

ZAravyCh JEAINCU ... 55

7.5.1 Gatovaci strategie izolovanych monocytu ...........ccccccceeeunnneee. 55

7.5.2 Gatovaci strategie izolovanych T lymfocytU ..............ccoevnnneenn. 57

7.6 SEKIECNT B .cuuuuuiiiiie e 58
7.6.1 Produkce IFN-y MONOCYLY .......coeeviiiiiiiiiiici e, 58

7.6.2 Produkce IFN-y NK bufikami..........ccocooiiiiiiiieeee 59

7.6.3 Produkce IFN-y Tc lymfoCyty.......ccceeieiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeee, 59

8 DISKULZE ... ..ttt e e e e e e e eeeas 60
4NV =1 RO 65



SEZNAM ZKRATEK

AKI akutni poskozeni ledvin

AKT serine/threonine-specific protein kinase, PKB
ALl akutni poskozeni plic

APC antigen prezentujici buniky

AP-1 activator protein 1

ARDS syndrom akutni respiracni tisné

cAMP cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat

CD cluster designation (differentiation)
CPB kardiopulmonalni bypass

CRP c-reaktivni protein

CTL cytotoxické T-lymfocyty

DISC death inducing signaling complex
DNA deoxyribonukleova kyselina

ERK extracellular signal-regulated kinase
Fc fragment

FS forward scatter

GAF gamma interferon activation factor
GAS gamma interferon activation site

GC glukokortikoidy

GM-SCF granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
HEK human embryonic kidney

HLA-DR human leukocyte antigen — DR isotype
HPV lidsky papilomavirus

IDO indoleamin 2,3 - dioxygenaza

IFN-a interferon alpha

IFN-aR interferon alpha receptor

IFN-y interferon gamma

IFN-yR1/2  interferonu gamma receptor 1/2

IL- interleukin
IL-18 interleukin 1 beta
IL-1Ra antagonista receptoru IL-1

I/R ischemicko-reperfuzni



IRF1 interferonovy regulacni faktor 1

JAK Janus Kinase

JNK c-jun N-terminal kinase

LPS lipopolysacharid

MAPK mitogen-activated protein kinase

MD2 myeloid differentiation factor 2

MHC major histocompatibility complex

MLV mysSi leukémie

MODS syndrom multiorganoveé dysfunkce
MRNA messenger RNA

mCD14 membrane CD14

MyD88 myeloid differentiation primary response 88
NFkB nuklearni faktor kappa B

NK natural killer

NKT NK T lymfocyty

NO oxid dusnaty

NOS syntaza oxidu dusnatého

PAMP pathogen-associated molecular patterns
PCT prokalcitonin

PGE2 prostaglandin E2

pH vodikovy exponent

PIAS proteinovy inhibitor aktivovaného STAT
PI3K fosfatidylinositol-3-kinaza

R848 resiquimod (4-Amino-2-(ethoxymethyl)-alpha)
RNA ribonukleova kyselina

PRR pattern recognition receptory

sCD14 soluble CD14

SHPI 5' inositol phosphatase

SH2 src homology 2

SIRS systémova zanétliva odpovéd

SOAP sepsis occurrence in acutely Ill patients
SOCS suppressor of cytokine signaling

SS side scatter

STAT signal transducers and activators of transcription



TCR
TLR
TYK 2
TGF-B
TNF-a
TNFsr
TRAIL
VSV

T-bunécny receptor

toll-like receptors,

tyrosin kinase 2

transformuijici ristovy faktor beta

tumor nekrotizujici faktor alpha

TNF rozpustné receptory

tumor-necrosis factor related apoptosis-inducing ligand

vezikularni stomatitidy


https://en.wikipedia.org/wiki/Toll-like_receptor

uvoD

SrdeCni operace s pouzitim kardiopulmonalniho bypassu umoZzZniuje
chirurgum pfistup k srdci v nekrvavém a nehybném prostiedi. Na druhou stranu je
tato technologie spojovana se zavaznymi pooperacnimi komplikacemi, na jejichz
vzniku a progresi se rovnéz podili naruSsena imunitni odpovéd. Vyskyt
pooperacnich komplikaci je vysledkem kombinace chirurgického traumatu,
aktivace krevnich sloZek v mimotélnim obéhu, ischemicko/reperfuzniho poranéni,
pouziti hypotermie nebo pfitomnosti LPS. U vétSiny kardiochirurgickych pacientd
dochazi k rozvoji syndromu systémové zanétlivé odpovédi, SIRS. Castymi
komplikacemi SIRS jsou organové dysfunkce, v€etné akutniho poskozeni plic,
Soku nebo selhani ledvin. Prozanétliva odpovéd imunitniho systému je
balancovana protizanétlivymi slozkami, které casto vedou k pFechodnym
imunosupresivnim stavim rdzného trvani a zavaznosti. Mezi tyto balancujici
cytokinli, jako je interleukin-10, snizena exprese povrchovych receptord na
neutrofilech a monocytech, a v dlsledku toho jejich snizena odpovéd na
mikrobialni podnéty. Tato imunoparalyza pak muze byt jednou z pfi¢in komplikaci
po srdeCnich operacich, protoze vede napfiklad k septickym stavim nebo
zhorSenému hojeni ran, a je tak dulezitym faktorem morbidity a mortality

u kardiochirurgickych pacientu.



LITERARNiI PREHLED



1 MIMOTELNI OBEH

Pouziti technologie kardiopulmonalniho bypassu (cardiopulmonary bypass -
CPB) umoziiuje provadét srdecni chirurgické zakroky v nehybném a nekrvavém
chirurgickém poli. Zahrnuje mimotélni okruh, ktery poskytuje fyziologickou
podporu. Krev je obvykle gravitaci odvadéna ze srdce a plic do rezervoaru pomoci
vendzni kanylace a hadiCek a je vracena okysliCena do kanylového arterialniho
systému pomoci pumpy a umélé plice (oxygenatoru). B&hem chirurgickych
operaci srdce umozfiuje mimotélni obéh lékafum IéCit Sirokou Skalu srdecénich
chorob, zatimco funkce srdce a okysliCovani organismu je zajiStovano pfistroji.
Prvni uspésny kardiopulmonalni bypass provedl v roce 1953 chirurg John
Heysham Gibbon pfi operaci komorové prepazky. [1, [2]

Slozky okruhu CPB zahrnuji zilni kanylu typicky v pravé sini nebo dutych
zilach, Zilni nadrz, membranovy oxygenator, vymeénik tepla, srdeCni pumpu
(Cerpadlo), mikrofiltr v arterialni lince a arterialni kanylu. Kanyly lze umistit na
pravou stranu srdce, do praveé siné, nebo do horni a dolni duté Zily. [3]

K vyméné plynt v téle dochazi pomoci oxygenatoru. V minulosti byly
pouzivany oxygenatory, které zajiStovaly vyménu plynu volnym probublavanim
kysliku krvi, nebo kontaktem krevniho filmu s atmosférou bohatou na kyslik.
Moderni oxygenatory zajistuji vyménu plynt pfes membranu. Krev prochazejici
membranovym oxygenatorem je prenasena na velkou plochu s vysokymi
diferencialnimi tlaky plynu napfi¢ tenkou mikroporézni membranovou vrstvou
z dutych vladken pro usnadnéni okysliCovani (0,3-0,8 mm pory). [1][3]

Béhem CPB je konstantni pratok krve vtéle pacienta zajiStovan
mechanickou pumpou. Pumpa je schopna generovat staly prutok krve a tlak proti
uréitému odporu, aniz by dochazelo ke stagnaci nebo turbulenci krve. Casto byva
pumpa vyrobena z biokompatibilnich materiald a méla by byt schopna pfizpusobit
se ruznym velikostem hadi¢ek mimotélniho obéhu. Tyto mechanické pumpy maji
nizké plnici objemy, jsou snadno ovladatelné a produkuji nizky index hemolyzy
(mnozstvi plazmatického hemoglobinu na 100 ml Zerpané krve). NejCastéji
pouzivanymi pumpami jsou valeCkové a odstiedivé (centrifugalni). [1]

Dal$i dulezitou ¢asti obvodu je vyménik tepla, ktery umozriuje aktivni
chlazeni a ohfivani krve vstupujici do pacienta. Teplotni rozdil mezi pacientem

a krvi je omezen na rozsah 10°C, aby se zabranilo vzduchové embolii. Kromé toho



by krev neméla byt zahfivana nad 42°C, aby byla minimalizovana denaturace
bilkovin a sniZzené riziko embolie. CPB se provadi bud' za systémové hypotermie
(obvykle teplota nosohltanu 25-32°C) nebo za normotermnich podminek.
Systémové podchlazeni snizuje spotfebu kysliku v myokardu, coz zajistuje
ochranu a zvySenou toleranci k ischemii Zivotné dlleZitych organl. Kvuli nékterym
nezadoucim projevim spojenym s podchlazenim (napf. zhor8ena funkce bunécné
membrany myokardu, zvySena pravdépodobnost pooperacniho krvaceni) vsak
néktefi chirurgové uprednostriuji normotermickou operaci, ktera poskytuje vice
fyziologické podminky. [1], [3]

Recyklace odsavané krve z chirurgického pole je zajiSténa kardiotomickym
rezervoarem, ktery zahrnuje sito a hloubkovy filtr pro snizeni tukové embolie,
fibrinu a chirurgické kontaminace. Sitové filtry obsahuji tkany sitovany material,
jako je polypropylen, s definovanou velikosti pord pro ureni jeho filtracni
schopnosti. Hloubkové filtry obsahuji obalové materialy, jako je vina Dacron nebo
polyurethanova péna, které nemaiji definitivni velikost poéra a filtrace tedy zavisi na
tloustce, tésnosti a povaze obalu. Pfitomnost plynnych (napf. injekéni Iéky,
venozni vzduch) a pevnych €astic (napf. zbytky materialu mimotélniho okruhu)
opoustéjicich oxygenator je spojena s poSkozenim organl a vede k peri-
a pooperacénim komplikacim typu infarkt myokardu nebo cévni mozkova pfihoda.
[1]

Operace v mimotélnim obéhu umozniuje provadét slozité vykony pfimo na
srdci. K tomu ucelu slouzi technika kardioplegie. Jedna se o planované, doCasné
zastaveni srde¢ni cCinnosti (diastolicka elektromagneticka zastava), kdy je
intermitentné nebo kontinualné podavan kardioplegicky roztok. Podava se
anterogradnim pfistupem prostfednictvim kofene aorty, pfimym pristupem ke
koronarnimu Usti, nebo retrogradnim zplsobem, pokud se vyskytnou zavazné
okluze koronarni arterie. NejCastéjsi latka pouzivana k vyvolani srde¢ni zastavy je
draslik, ktery zpUsobuje snizeni potencialu membrany myokardu a naslednou
diastolickou zastavou. Kardioplegicky roztok |ze podavat v rGzném poméru s krvi
(studend, tepla ¢&i vlazna krevni kardioplegie) nebo dokonce Cisty draslik

(mikroplegie). [1]



1.1 Systémové komplikace po CPB

Operace s kardiopulmonalnim bypassem (CPB) je spojena s tézkymi
poruchami imunity. Zejména dlouhodoby imunosupresivni stav souvisejici
s kardiopulmonalnim bypassem pfedurCuje pacienty k vySSimu riziku
pooperacnich komplikaci, jako jsou pretrvavajici bakterialni infekce. Bé&hem
operace srdce dochazi k indukci systémové zanétlivé reakce spojené s imunitni
dysregulaci avyznamnou plicni dysfunkci. Za pooperacni imunodepresi je
odpovédna zanétliva reakce, obvykle pfipisovana chirurgickému traumatu,
kontaktu krve s umélymi povrchy a ischemicko-reperfuznimu poskozeni. [4], [5]

Patofyziologie systémové zanétlivé odpovédi na CPB je ovlivnéna mnoha
faktory. Lze ji rozdélit do dvou hlavnich fazi: ,6asna“ a ,pozdni‘. Casna faze
nastava v dusledku krevniho kontaktu s neendotelialnimi povrchy (kontaktni
aktivace) a pozdni faze je fizena ischemicko-reperfuznim poskozenim (I/R
poranéni), poruchami koagulace a reakcemi na heparin a protamin. [6]

Pouziti CPB indukuje vyrazny syndrom systémové zanétlivé odpovédi
(SIRS) vyvolany expozici krve umélym povrchim a ischemii s naslednou reperfuzi
organu. [5]

Definice syndromu systémové zanétlivé reakce pochazi z roku 1991, kdy
byla vytvofena pro souhrn klinickych projevl svédcicich pro sepsi. Sepse je
organova dysfunkce vyvolana dysregulovanou imunitni odpovédi na infekci.
Biomarkery jsou biologické molekuly, které slouzi jako indikator fyziologického
nebo patologického procesu. K monitorovani hladin biomarkerld dochazi ve
specifickém biologickém médiu, at uz jde o plnou krev, plazmu, sérum nebo

bunécnou tekutinu (cytosol). [7], [8]

1.2 Vybrané biomarkery
1.2.1 C-reaktivni protein (CRP)

CRP je primarné syntetizovan v jatrech jako odpovéd na faktory uvolfiované
makrofagy. Jde o protein akutni faze, jehoz hladina se zvySuje po infekci a zanétu.
Hladina CRP po Case klesa, coz mlze byt zpusobeno klinickym ustupem zanétu

a odpovédi na antimikrobialni IéCbu. [8]



1.2.2 Prokalcitonin (PCT)
PCT je prekurzorem hormonu kalcitoninu, secernovaného C burikami §titné

Zlazy u Clovéka. Pacienti se sepsi maji zvySenou hladinu PCT v plazmé a séru. [8]

1.2.3 Tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a)

Cytokiny jsou mediatorem zanétlivé reakce na infekci. TNF-a patfi mezi
Siroce studované prozanétlivé cytokiny v patofyziologii sepse. Pfispiva k aktivaci
endotelialnich bunék pfitahovanim neutrofill. ZvySena hladina TNF-a spolu za
asistence dalSich prozanétlivych cytokind zpUsobuje zhorSeni zanétu. Kromé toho

se podili na poskozeni organ, které vede k zvySené umrtnosti na sepsi. [8]

1.3 Klinické projevy

U pacientl se sepsi se objevuji:

o télesna teplota vyssi nez 38°C, nebo nizsi nez 36°C

e srdecni frekvence vyssi nez 90 tepu za minutu

e tachypnoe, projevujici se dechovou frekvenci vy$si nez 20 dechu za minutu

e hyperventilace, kdy je méfen PaCO, (parcialni tlak oxidu uhliitého
v arterialni krvi) nizsi nez 32 mm Hg

e zména poctu krvinek, ktera je vétSi nez 12000/ml, pocet mensi nez 4000/ml

nebo pFitomnost vice nez 10 % nezralych neutrofilt (tyCky). [9]

Termin SIRS se Casto pouziva k definovani zanétlivé reakce zpusobené
kardiochirurgickym vykonem s kardiopulmonalnim bypassem. SrdeCni chirurgie ve
skuteCnosti vyvolava systémovou zanétlivou reakci, ktera mulze prispét
k pooperaéni morbidité a mortalité. Castou komplikaci SIRS je rozvoj organové
dysfunkce, vCetné akutniho poskozeni plic, selhani ledvin, Soku a MODS
(syndrom multiorganové dysfunkce). Ziskana viceorganova dysfunkce je
nejlepSim ukazatelem mortality u kardiochirurgickych pacientl, ktefi vyzaduji
prodlouzenou pooperacni mechanickou ventilaci. Finalné tedy muze byt
nepfiznivé ovlivnéno i dlouhodobé preziti u pacientl, u kterych se SIRS vyvinul.
[71.[10]

Zanét, mimo jiné, predstavuje reakci téla na poSkozeni tkané a za
normalnich okolnosti je fizenou humoralni a bunécnou reakci, ktera vede k hojeni
ran a kontrole infekci. V nékterych pfipadech mlze byt tato reakce pfehnana, coz

nakonec vede k dalSimu poSkozeni tkané a rozvoji organovych dysfunkci.



Operace srdce vyvolava zanétlivou odpovéd s vyznamnymi klinickymi dusledky az
u 20 % pacientu. Takova reakce muze byt aktivovana chirurgickym traumatem,
hypotermii, ztratou krve, krevni transfuzi a tak dale. V pfipadé kardiochirurgie dalSi
faktory, jako je kontaktni aktivace nebo ischemicko-reperfuzni poskozeni,
pfispivaji k rozvoji systémové zanétlivé odpovédi. Skodlivé Gginky systémové
zanétlivé reakce se objevuji na jakékoli urovni organismu. Zavazné srdecni
prihody, jako je akutni infarkt myokardu, srde¢ni smrt a srdeCni selhani, se
vyskytuji az u 10 % pacientd po koronarni chirurgii. Plicni komplikace, jako je
akutni poSkozeni plic, se vyskytuji az u 3 % pacientd, renalni dysfunkce nastava
u 13 % a dokonce az 45 % pacientu trpi do¢asnou jaterni dysfunkci. Dale byly po
CPB popsany kognitivni poruchy, jako jsou deficity paméti, poruchy koncentrace
nebo zhorsené jemné motorické dovednosti. [10], [11]

Zanét je rychla, vysoce zesilena, kontrolovana bunééna a humoralni
odpovéd. Naopak termin ,sepse“ se klasicky pouzZiva k oznaceni Kklinickych
projevi téla v reakci na infekci. Podobna reakce ale muze nastat také
v nepfitomnosti infekce. Ve skuteCnosti pacienti, u kterych se predpoklada
septicky stav, ale prikaz na pfitomnost mikrobialniho agens je negativni, maji
podobnou morbiditu a mortalitu jako pacienti s pozitivni kultivaci. Lze uzavrit, Zze

sepse je nespecificka systémova prozanétliva odpovéd na poranéni. [10]

1.4 Cytokiny spojené s CPB

Cytokiny jsou Sirokou skupinou polypeptidi produkovanych mnoha rdznymi
typy bunék a jsou nezbytné pro optimalni funkci imunitniho systému. IL-6, IL-8
a TNF-a jsou hlavnimi prozanétlivymi cytokiny, jejichz sekrece je spojovana se
srdeCni operaci. Prozanétliva cytokinova odpovéd je vyvazena fazovanou
protizanétlivou cytokinovou odpovédi s rozpustnymi (solubilnimi) cytokinovymi
receptory, protizanétlivymi cytokiny a antagonisty cytokinovych receptora.
Primarnimi protizanétlivymi cytokiny jsou IL-10, antagonista receptoru interleukinu-
1 (IL-1Ra) a TNF rozpustné receptory 1 a 2 (TNFsr 1 a 2). [10]

TNF-a je tvofen aktivovanymi monocyty a makrofagy a ma vyznamnou roli
pfi zanétu. Plazmatické hladiny TNF-a se zvySuji s pouzitim CPB, coz ukazuje na
jeho roli mediatora zanétlivych reakcich. Kromé toho zvySuje mikrovaskularni

permeabilitu a je odpovédny za narust hmotnosti po kardiochirurgické operaci,



zhorSuje respiraCni index a prodluzuje pobyt v nemocnici. Nadmérna produkce
TNF-a vyvolava hypotenzi, koagulopatii a renalni dysfunkci. [10]

IL-6 je prozanétlivy cytokin a je jednim z hlavnich mediatort reakce akutni
faze zpusobuijici postizeni fady organt, zejména dychaciho systému a centralniho
nervového systému. ZFad prozanétlivych cytokind je hlavnim ukazatelem
systolické dysfunkce levé komory, ischemické poruchy, snizeni systémoveé
vaskularni rezistence a kardiovaskularni abnormality. Vysoké hladiny IL-6 jsou
také vyznamné spojeny s jaternimi a renalnimi dysfunkcemi. [10]

IL-8 je prozanétlivy cytokin a jeho hladina se zvySuje pfi srdecCnich
operacich s CPB. ZvySené hladiny IL-8 jsou spojené s respiracni dysfunkci. [10]

Cytokiny jako IL-10, prostaglandin E2 (PGEZ2), transformujici rustovy
faktor-B (TGF-B), hemooxygenaza, katecholaminy a kortizol byly popsany jako
hlavni mediatory imunodeprese. Pojem imunodeprese odrazi predevSim
neschopnost monocytll vylu€ovat cytokiny a prezentovat antigeny T bufkam.
Imunodeprese byla pozorovana po traumatu, operaci, mrtvici, krvaceni a srdecni
operaci s CPB. Zatimco pfechodnou imunodepresi Ize chapat jako vyvazovani
nadmérné zanétlivé reakce, perzistentni imunoparalyza se ukazala jako nezavisla
priCina infekce, sepse a smrti. Pfedpoklada se, Zze protizanétlivy IL-10 spousti
autoregulaci nadmérné zanétlivé reakce. IL-10 inhibuje transkripci DNA pro IL-18,
IL-6 a TNF-a zastavenim signalni drahy z tyrosinkinazy p56lyn do Ras. ZvySeny
PGE2 potlacuje prezentaci antigenl na povrchu monocytl, ¢imz zvySuje cAMP
a snizuje produkci IL-1 makrofagy. [12]

Dulezitou roli u kardiochirurgickych vykonu hraji glukokortikoidy, které
inhibuji mnoho pocate¢nich déju zanétlivé reakce. Glukokortikoidy inhibuji
vazodilataci a zvySenou vaskularni permeabilitu, ke které dochazi po zanétlivém
poskozeni, a dale snizuji migraci leukocytd do zanicenych mist. Produkce
endogennich glukokortikoidll je regulovana osou hypotalamus—hypofyza—
nadledviny. Glukokortikoidy jsou rychle indukovany v reakci na zanét a dalSi
stresory a inhibuji zanét tlumenim pfenosu signalu od PRR receptor(,
cytokinovych receptord a Fce receptorl. Negativné reguluji osu hypotalamus-
hypofyza-nadledviny tim, Ze davaji zpétnou vazbu hypotalamu a hypofyze
a snizuji expresi prozanétlivych cytokinu. [13][14]

Kortizol, ale také norepinefrin (noradrenalin) a epinefrin (adrenalin) se vazi

na receptory monocytl a inhibuji drahy prozanétlivych cytokinu. Kortizol potlacuje



produkci prozanétlivych cytokinu IL-1, IL-6 a IL-8 a naopak aktivuje protizanétlivé
IL-1Ra a IL-10. Pfedpoklada se, Ze zejména kortizol udrZuje stav imunoparalyzy,
ti. kompletni a dlouhotrvajici imunodepresi. Glukokortikoidy (GC) potladuji
produkci TNF-a, IFN-y a IL-2. GC systémové potlacuji Th1-buné&nou odpoved
a zprostifedkovavaji posun k Th2 potlaéenim APC- a Th1- a nadprodukci Th2-
cytokinu. Diky pfitomnosti GC dochazi k inhibici produkce IL-12 monocyty, coZ ma
za nasledek snizenou schopnost monocytt indukovat IFN-y a naopak zvysenou
schopnost indukce IL-4 T-lymfocyty. GC dale silné snizuji expresi IL-12 receptoru
na T a NK buikdch a pusobi prostfednictvim svych klasickych
cytoplazmatickych/nuklearnich receptort na APC, kde potlacuji produkci hlavniho
induktoru Th1 odpovédi, IL-12. [12], [15], [16]

S pooperacéni morbiditou jsou spojeny faktory jako je doba trvani CPB, doba
klampaze aorty, chirurgicka technika a zvySené hladiny laktatu v séru.
NejCastéjSimi komplikacemi u pacientd podstupujicich srdecni chirurgicky zakrok
pfi CPB byva stav nizkého srde¢niho vydeje (29,8 %), renalni dysfunkce (25,4 %),
prodlouzena mechanicka ventilace (15,7 %) a fibrilace sini (14,6 %). [17]

Cirkulujici prozanétlivé mediatory se vazou na receptory vaskularnich
a cerebralnich bunék, coz vede ke zvySeni permeability hematoencefalické bariéry
aedému mozku. U pacientd vyzadujicich zastavu obéhu je podstatnym
mechanismem odpovédnym za poSkozeni mozku reperfuzni poskozeni.
Poskozeni tkané je dale zplsobeno produkci prozanétlivych mediatort leukocyty,
krevnimi destiCkami, endotelialnimi burfikami a rezidentnimi mozkovymi burfikami,
jako jsou mikroglie, neurony a astrocyty. Cerebralni reperfuzni posSkozeni souvisi
s poSkozenim endotelu, coz ma za nasledek zhorSenou vazodilataci
a autoregulaci nitrolebniho tlaku. [18]

PoSkozeni alveolarné-endotelialni bariéry vede k permeabilnimu plicnimu
edému a snizeni poddajnosti plic. Pouziti CPB je spojeno s rozvojem plicni
vaskularni dysfunkce a rozvojem parenchymalniho poskozeni plic. Ackoli je plicni
vazokonstrikce zpusobena nékterymi zanétlivymi mediatory, primarnim
mechanismem odpovédnym za zvySenou plicni vaskularni rezistenci a zvySenou
reaktivitu je plicni reperfuzni poskozeni, viz PLICNi KOMPLIKACE. [18]

Zanétlivé mediatory dale zhorSuji systolickou funkci srdce. Primarnim
mechanismem odpovédnym za poSkozeni a dysfunkci myokardu je reperfuzni

poskozeni myokardu po kardioplegické zastavé. [18]



1.5 Akutni poskozeni ledvin (AKI)

Akutni poskozeni ledvin (AKI), stav charakterizovany pretrvavajici oligurii
a zvySenymi hladinami sérového kreatininu, je Castou komplikaci u pacientu
podstupujicich chirurgicky zakrok. AKI komplikuje zotaveni po kardiochirurgickém
zakroku az u 30 % pacientl, poSkozuje a zhorSuje funkci mozku, plic a stfev
a vystavuje pacienty 5nasobné zvySenému riziku umrti béhem hospitalizace.
Jedine¢né vlastnosti kardiochirurgie, v€etné kardiopulmonalniho bypassu (CPB),
klampaze aorty, transfuze exogennich krevnich produktl, a vysoké davky
exogennich vazopresoru zvysuji riziko AKI ve srovnani s nekardialnimi operacemi.
Tyto faktory méni perfuzi ledvin, vyvolavaji cykly ischemie a reperfuze, zvySuji
oxidacni poskozeni a zvysuji renalni a systémovy tlak. Mechanismy AKI spojené
s kardiochirurgickou operaci zahrnuji perioperacni renalni ischemii, reperfuzni
posSkozeni, CPB-indukovanou hemolyzu a pigmentovou nefropatii, oxidacni stres
a zanét. Priciny AKI byly klasifikovany jako prerenalni, vnitfni a postrenalni.
Prerenalni AKI nastava, kdyz dojde ke zméné perfuze ledvin. Ledvina, ktera ma
nejvySsi rychlost perfuze tkani vzhledem k hmotnosti organu, normalné pfijima
15-20 % celkového srde¢niho vydeje. Tato vysoka rychlost perfuze Cini ledvinu
nachylnou k hemodynamickému poskozeni. Prerenalni AKI se nejCastéji vyskytuje
u pacientl podstupujicich kardiochirurgicky vykon, ktefi v minulosti podstoupili

operaci s kardiopulmonalnim bypassem. [19], [20]

1.6 Plicni komplikace

Zménéna pooperacni mechanika plic a porucha vymény plynl pfispivaji
k plicnim komplikacim po pouziti mimotélniho obéhu. Projevy se pohybuji od
hypoxémie a atelektazy (nevzdusnosti plicni tkané) az po akutni poskozeni plic
(ALI), respiracni selhani a syndrom akutni respiracni tisné (ARDS). Pneumonie,
plicni embolie, ventilace delSi nez 24 hodin a pleuralni vypotky vyzadujici drenaz
jsou plicni komplikace bézné u pacientu, ktefi podstoupi kardiochirurgicky vykon.
V zavislosti na typu kardiochirurgického zakroku dochazi béhem pouZiti
mimotélniho obéhu k nékolikahodinové relativni ischemii plic. Za normalni
fyziologie je krev dodavana do plic jak plicnim, tak bronchialnim arterialnim
systémem, které sdileji kolateralni obéh. Bé&hem operace je ale perfuze
poskytovana vyhradné bronchiadlnimu systému, &imZ jsou plice uvedeny do

relativnino stavu ischemie. Toto prostifedi generuje ischemicko-reperfuzni



poSkozeni s prozanétlivym/proapoptickym stavem, charakterizovanym sniZenou
mikrovaskularni permeabilitou, zvySenou arteriolarni rezistenci s plicni hypertenzi
a plicnim edémem s poruchou vymény plynu. Tyto fyziologické zmény vytvareji
celkovou predispozici k rozvoji plicnich komplikaci. [21], [22]
1.6.1 Ischemie plic

V prubéhu CPB jsou plice vylou€eny ze systémového obéhu, protoze krev
je odvadéna z pravé strany srdce do Zilniho rezervoaru pfes membranovy
oxygenator a nakonec se okyslicena krev vraci do aorty a systémového obéhu.
Pfedpoklada se, Ze tato ischemicka reperfuze obecné zhorSuje zanétlivou
odpovéd iniciovanou CPB. CPB s reperfuzi a reoxygenaci vede ke vzniku volnych
kyslikovych radikalt, které pfispivaji k tomuto procesu poSkozeni plic. Volné
kyslikové radikaly zesiluji zanét a aktivuji neutrofily, makrofagy a endotelialni
buriky. Plicni ischemicko-reperfuzni poskozeni zpusobuje zvySeni mikrovaskularni
permeability, zvySenou plicni vaskularni rezistenci, plicni edém, poruchu

oxygenace a plicni hypertenzi. [22]

1.6.2 Zanétliva reakce

Plice jsou zvlasté citlivé na zanétlivé ucinky pfipisované pouziti CPB
a mimotélniho obéhu. Zanétlivy proces a ischemie postihuje endotelialni bunky
plic. Aktivované leukocyty zvySuji permeabilitu kapilar a zpasobuji akumulaci
tekutiny v intersticialnim prostoru a zvySeni plicniho exudatu. Edém zpulsobuje
zhor$eni vymény plynl, mechaniky hrudni stény a plic a vede k obstrukénimu
procesu v dychacich cestach, ktery pfispiva ke zhorSeni bronchospasmu a

nevzdusnosti plicni tkané. [22]

1.7 Kognitivni poruchy

Neurologické deficity po srdecnich operacich jsou u vétSiny pacientl
subklinické, avSak mohou naruSovat kazdodenni Zivot a aktivitu pacienta.
Neurofyziologické postizeni rozliSujeme dle lokalizace: a) obecnégjsi deficit bez
lokalnich pfiznaka tykajicich se intelektualnich vlastnosti/vykonu a paméti
pacienta, o kterém se predpoklada, Ze je vysledkem globalni hypoperfuze
postihujici zejména oblast hippocampu a mlze vést k neurologickému deficitu az
u 50 % pacientl; b) lokalngjsi symptomy souvisejici s tromboembolii, hlavné
v oblasti cerebri media se vyskytuji s incidenci v rozmezi od 1,9 % do téméf 10 %,

v zavislosti na provedené srdec¢ni operaci. V jinych studiich byli pacienti operovani



na pumpé (s CPB) srovnani s operacemi mimo pumpu a ukazalo se, ze nékolik
mésici po chirurgickém zakroku existovaly pouze marginalni rozdily
v neurologickém vysledku. Neuroprotektivni techniky jsou stale pfedmétem zajmu
v kardiochirurgii, protoZze kardiopulmonalni bypass muize zpUsobit neurologické
poSkozeni bud tromboembolismem, hypoperfuzi oblasti hyppocampu nebo

zanétlivymi procesy. [11]



2 INTERFERON GAMMA

2.1 Charakteristika IFN-y

IFN-y nalezi do vétSi skupiny autokrinnich a parakrinnich proteina,
interferont, ktera byla pojmenovana na zakladé své schopnosti interferovat
s replikaci virl. Vedle antivirotickych vlastnosti se tato skupina vyznacuje
schopnosti inhibovat proliferaci a migraci bunék a podporovat bunénou smrt,
autofagii a senescenci. Ackoliv samotna skupina interferont cita tfi podskupiny
s vice €leny, u Clovéka je IFN-y jedinym zastupcem podskupiny interferonu typu .
[23]

Diky svym pleiotropnim uc€inkdm hraje IFN-y duleZitou roli pfi modulaci
kazdé faze imunitni a zanétlivé odpovédi. Podobné jako ostatni interferony je IFN-
y produkovan v reakci na virovou (intracelularni) infekci. Stimulace exprese mize
byt dosazeno také plusobenim mitogenu ¢&i vhodného antigenu anebo uc€inkem
molekularnich struktur typu PAMP. IFN-y je soucasti mechanismu jak vrozené, tak
adaptivni imunity jako obrana proti virovym a intracelularnim (myko)bakterialnim
i parazitarnim infekcim. U lidi s uritymi mutacemi v IL-12/IL-23/IFN-y drahach
dochazi ke snizeni indukce exprese nebo signalizace IFN-y, jenZ vedou napf.
k narustu nachylnosti vi¢i mykobakterialnim infekcim. [23]

Strukturné se jedna o homodimer s antiparalelni strukturou. Monomer ma
Sest alfa Sroubovic a postrada beta listy. Lidské i mySi geny maji velikost 6 kb, kdy
kazdy obsahuje Ctyfi exony a tfi introny. Geny pro lidsky IFN-y jsou lokalizovany
na dvanactém chromozomu. Aktivace lidského genu vede k vytvofeni mRNA
o velikosti 1,2 kb, ktera kdduje 166 aminokyselinovy polypeptid. Aminoterminalni
zbytky lidského proteinu tvofi hydrofobni signalni sekvenci, jejiz proteolytické
odstranéni vede ke vzniku pozitivné nabitého polypeptidu s pfedpokladanou
molekulovou hmotnosti 17 kDa. Na pfirodnich a rekombinantnich formach
lidského IFN-y bylo detekovano alespon Sest rliznych karboxylovych zakonceni,
ktera jsou citliva na posttranslacni enzymatickou degradaci. Protoze tato Cast
molekuly obsahuje velké mnozstvi pozitivné nabitych zbytk(, rdzna zkraceni
prispivaji k heterogenité naboje v plné zralé molekule. Dva monomery IFN-y jsou
nasledné spojeny za vzniku homodimeru s pfibliznou molekulovou hmotnosti 34

kDa. Pouze dimer je nositelem biologickeé aktivity IFN-y. Protoze zraly lidsky IFN-y



polypeptid postrada cystein, homodimer je udrzovan pohromadé zcela
nekovalentnimi silami. Kvartérni struktura molekuly vysvétluje jeji charakteristickou
citlivost na extrémni teploty (k denaturaci proteinu dochazi pfi teplotach 56°C)
a pH (aktivita proteinu se ztraci s pH nizS§im nez 4 a vyS$Sim nez 9). Jednotlivé
polypeptidové fetézce obsahuji dvé N-vazana glykosylacni mista, ktera jsou
glykosylovana nezavisle na sobé. Tento odliSny zplUsob glykosylace vede ke
vzniku podjednotek s ruznou molekulovou hmotnosti. Amino i karboxylové
terminalni oblasti hraji kliCovou roli pfi udrzovani aktivni konformace proteinu.
[24],[25]

2.2 Biosyntéza IFN-y

IFN-y je produkovan jen nékolika typy bunék; z velké Casti je produkce
omezena na specializované buriky imunitniho systému. Primarnim zdrojem IFN-y
jsou NK buriky a NKT buriky, které jsou efektory vrozené imunitni odpovédi. NK
a NKT bunky konstitutivné exprimuji IFN-y mRNA, coz umoznuje rychlou indukci
a sekreci IFN-y pfi infekci. [23]

Hlavnim fyziologickym stimulem, ktery indukuje produkci IFN-y
u T lymfocytd jsou antigeny prezentované jak v kontextu MHC Il (CD4+
T lymfocyty), tak MHC | (CD8+ T lymfocyty). Efektorové a pamétové CD8+
T lymfocyty, oznaCované jako CTL, jsou dulezité pfi kontrole virové infekce,
pfipadné pfi napadeni jinymi intracelularnimi patogeny. Destrukce cilovych
infikovanych bunék je zprostfedkovana cytotoxickymi granulemi s obsahem
granzymu a perforinu. CTL jsou schopné likvidovat napadené buriky také skrze
interakci Fas ligandu s Fas receptorem, kdy dochazi k sestaveni DISC, jez je
soucasti signalni drahy pro apoptézu. Nejen aktivace TCR, ale také pfitomnost
IL-12 a IL-18 vede k produkci IFN-y. Produkovany IFN-y plsobi zpétnovazebné
a zvySuje expresi MHC |I. tfidy; C&ini tak infikované bunky pro CTL snadnéji
rozpoznatelné. [23]

Experimentalné muize byt exprese IFN-y indukovana pfimou stimulaci
komplexu TCR pomoci protilatek anti-CD3, T-buné&fnych mitogenl nebo jinymi
farmakologickymi stimuly. Kromé toho mize byt exprese IFN-y posilena produkty
aktivovanych T lymfocytd a makrofagu, jako je IL-2, peroxid vodiku a leukotrieny.
MRNA pro IFN-y je exprimovana nejdfive za 6-8 hodin po stimulaci. K sekreci

proteinu dochazi ihned po syntéze a v extracelularnim prostiedi muze byt



detekovany za 8-12 hodin po stimulaci. IL-12 a IL-10 nejvice ovlivhuji produkci
interferonu, kdy IL-12 indukuje expresi genu IFN-y u T lymfocytd a NK bunék,
kdezZto IL-10 produkci IFN-y u T lymfocytu inhibuje. [24]

NovéjSi prace prokazaly produkci IFN-y v monocytech a makrofazich,
dendritickych burikach i neutrofilech. Dale se objevuji dikazy, Ze produkce IFN-y
z téchto bunék béhem zanétu muze mit v nékterych specifickych podminkach
fyziologické i patologické ucinky. Za normalnich okolnosti jsou v8ak T lymfocyty

a NK bunky povazovany za hlavni a podstatny zdroj produkce IFN-y. [26]

2.3 Antivirové uc€inky IFN-y

Interferony byly plvodné pojmenovany dle svych rusivych vlivi na replikaci
viru. Antivirovy ucinek IFN-y se Castecné prekryva s uc€inkem IFN I. typu. IFN-y ma
pfimy i nepfimy antivirovy efekt. Nepfimo IFN-y pUsobi skrze indukci indoleamin
2,3-dioxygenazy (IDO) a syntazy oxidu dusnatého (NOS). Vysledna deplece
tryptofanu a produkce oxidu dusnatého (NO) v dusledku exprese IDO a NOS ma
vyrazny antivirovy efekt. IFN-y muize také inhibovat vstup vird z endozomu do
cytoplazmy. Pfi infekci lidského papilomaviru (HPV) musi byt komplexy minoritniho
kapsidového proteinu (L2)/virovy genom disociovany od hlavnich kapsidovych
proteinl (L1) v pozdnim endozomu. Nasledné se disociované komplexy L2/genom
premisti do jadra pro replikaci genomu. IFN-y mdze branit tomuto disociaCnimu
kroku snizenim proteolyzy L1, coZ vede k retenci komplexu L2/genom v pozdnim
endozomu. Podobny mechanismus ochrany byl pozorovan u infekci virem mysSi
leukémie (MLV) a vezikularni stomatitidy (VSV). [27]

Interferony hraji roli také pfi 1éEbé& rakoviny. Mezi hlavni protinadorové
uCinky interferonu patfi potlaCeni bunécného rustu, podpora bunétné smrti
a starnuti, inhibice bunécné migrace, prevence angiogeneze a imunitni regulace.
IFN-y muze regulovat molekuly apoptézy, jako je kaspaza 1 a kaspaza 3,
prostfednictvim TRAIL receptorli, ¢imz pfimo zprostfedkovava bunécnou smrt
v rakovinovych burikach jater. IFN-y dale indukuje autofagii v jaternich
rakovinovych burikach Huh-7 regulaci IRF1/beclin/atg5, ¢imz potlacuje rast bunék

a vede k protirakovinovym uc€inkum. [28]



2.4 IFN-y receptor

IFN-y receptor, dale jen IFN-yR, je vlastné receptorovy komplex skladajici
se z odliSnych podjednotek IFN-yR1 a IFN-yR2. K interakci obou podjednotek
dochazi pouze v pfitomnosti homodimeru IFN-y, ktery se vaze nejprve
k podjednotce R1, pfedstavované dvéma a-fetézci, pak k R2, rovnéz zastoupené
dvéma fetézci (B-fetézec), pfiCemz nasledné dochazi i k vytvofeni vazby mezi
obéma podjednotkami. Cely komplex je za fyziologickych podminek 2:2:2
hexamerem. StarSi studie, ve kterych byl pouzity ,single chain“ konstrukt IFN-y,
uvadi moznost monomerniho zastoupeni obou podjednotek receptoru pfi vytvoreni
komplexu a zachovani minimalni schopnosti nitrobunécné signalizace. Zatimco
podjednotka IFN-yR1 je exprimovana konstitutivné na vSech jadernych bunkach
(tfebaZe uroven exprese, s vyjimkou bunék jako jsou napf. monocyty a makrofagy,
je nizkda), exprese IFN-yR2 je pomérné pfisné regulovana. Obé podjednotky jsou
kédovany geny na odliSnych chromozémech. Zatimco v pfipadé IFN-yR1 se jedna
o chromozém 6 (pfiblizné 30 kb), koédujici sekvence pro IFN-yR2 je umisténa na
chromozému 21. [29]

Gen pro IFN-yR1 se sklada ze 7 exonl a po aktivaci vede k jedinému
2,3 kb transkriptu mRNA. Zralé proteiny jsou pak tvofeny 472 az 451
aminokyselinami. Oba a-fetézce jsou symetricky orientovany kolem jedné
transmembranové domény s 23 aminokyselinami. Kazdy z nich ma extracelularni
doménu s 228 aminokyselinami, ktera obsahuje 10 cysteinovych zbytkd a 5
N-vazanych glykosylacnich mist. IFN-yR1 je syntetizovan v endoplazmatickém
retikulu a podléha glykosylaci na cesté do Golgiho aparatu. Na bunééném povrchu
jsou exprimovany pouze plné glykosylované R1 podjednotky. Zralé R1
podjednotky exprimované na plazmatické membrané vykazuji molekulové
hmotnosti, které se pohybuji mezi 80 a 95 kDa. Tato heterogenita molekulove
hmotnosti je vysledkem bunécné specifickych rozdili v glykosylaci. Po interakci
s ligandem na bunéfném povrchu je intracelularni doména R1 fosforylovana na
serinovych a threoninovych zbytcich. Fosforylovany komplex receptor-ligand je
internalizovan, vstupuje do okyseleného endozomalniho kompartmentu
a disociuje. Volny IFN-y je transportovan do lysozomu, kde je nakonec

degradovan. V mnoha burikach, jako jsou napf. fibroblasty, se nevazany receptor



stava soucasti intracelularni zasoby zralého receptoru a v pfipadé potfeby je
recyklovan zpét na bunécny povrch. [24]

IFN-yR2 je 60 £ 67 kDa glykoprotein kdédovany chromozémem 21. Gen
pokryva pres 33 kb DNA a obsahuje sedm exonu. Receptor je heterodimerni
komplex slozeny z alfa podjednotky vazajici ligand (IFN-yR1) a beta podjednotky
prenasejici signal (IFN-yR2). IFN-y se vaze na IFN-yR1 s relativné vyssi afinitou
ve srovnani s IFN-yR2. IFN-yR2 pfitom zvySuje afinitu IFN-yR1 k jeho ligandu.
Retézce IFN-yR1 a IFN-yR2 patfi do rodiny cytokinovych receptor( tfidy Il, tfidy
receptorli, které vazou ligand v malém uhlu pismene V, vytvofeném dvéma
zahyby podobnymi Ig, které tvofi extracelularni doménu. Tato rodina rovnéz
zahrnuje tkanovy faktor, IL-10 receptor a oba fetézce receptoru IFN-a (IFN-aR).
Oba fetézce IFN-yR postradaji vlastni kinazovou/fosfatazovou aktivitu. Retézec
IFN-yR2 je konstitutivné exprimovan, ale uroven exprese je zavisla na stavu

bunécné diferenciace nebo aktivace. [30], [31], [32]

2.5 Signalizace IFN-y

Klasicka signalni transdukce indukovana IFN-y a aktivace transkripce
probiha cestou JAK/STAT. Konkrétnimi ¢leny rodiny Janus tyrozin kinaz, které se
ucastni signalni transdukce, jsou tito Clenové: JAK1, JAK2 a TYK2. Ze skupiny
transkripénich faktor STAT (signal transducer and activatorspak) STAT1
a STAT2. Vazba ligandu vede k oligomerizaci receptoru, pfiCemz dva fetézce
IFN-yR1 jsou vazany k jednomu homodimeru IFN-y, s naslednym zapojeni dvou
fetézcud IFN-yR2 do komplexu. Agregace jeho receptorovych slozek
zprostifedkovana IFN-y pfivede neaktivni JAK asociované s cytoplazmatickymi
konci fetézci a a B do tésné blizkosti. Jakmile jsou seskupeny, JAK jsou
aktivovany naslednymi auto- a transfosforylacemi. Nejprve dochazi autofosforylaci
JAK2 a pak kfosforylaci JAK1. Aktivovana JAK1 pravdépodobné fosforyluje
specificky tyrosinovy zbytek pobliz C-konce IFN-yR1. Tento par fosforylovanych
zbytkd tyrosinu (jeden na kazdém fetézci IFN-yR1) je umistén v rozpoznavaci
sekvenci, kde se STAT1 vaze prostifednictvim svého SH,. Po ukotveni molekul
STAT1 v cilovych sekvencich komplexu IFN-yR nasleduje fosforylace STAT1 na
tyrosinovém zbytku Y701 pomoci JAK2. Jakmile jsou fosforylovany, dva proteiny
STAT1 homodimerizuji prostfednictvim vzajemnych interakci SHy-fosfotyrosinu,

¢imz se vytvofi proteinovy komplex oznaCovany jako GAF (gamma interferon



activation factor). Homodimer STAT1 se poté pfemisti do jadra, kde se vaze na
kratky usek DNA, znamy jako GAS (gamma interferon activation site). Signalizace
prostfednictvim IFN-y muze byt regulovana v nékolika bodech drahy. Jednim
z mechanismU je modulace exprese receptoru pro IFN-y. Rizenim hladin IFN-yR1
burika méni svou citlivost na IFN-y a tim i své dalSi reakce. [28]

Predpoklada se, Zze bunky maji i dalSi mechanismy, které reguluji signal
IFN-y. Ty mohou zahrnovat napf. defosforylaci IFN-yR1, ktera tak zabrani
ukotveni STAT1, nebo defosforylaci STAT1, ktera brani jeho homodimerizaci.
[31],[33]

Jeden z dulezitych transkripénich faktor( aktivovanych IFN-yR signalni
drahou je T-bet, hlavni transkripCni regulator nezbytny pro indukci a udrzovani
interferonu gama. [26]

Kromé JAK/STAT muze interferon poustét i jiné signalni drahy, napf PI3K-
AKT-NF-KB a ERK-AP-1, které mohou pracovat ve spojeni s JAK/STAT k pfenosu
signalu indukovanych interferonem. Specifické aktivované drahy jsou zavislé nejen

na typu bunék, ale také na typu interferonu. [28]

2.5.1 Negativni regulace signalizace IFN-y

Po transdukci signalu komplex IFN-y/IFN-yR1 internalizuje a vstupuje do
endozomu, kde komplex disociuje. V mnoha typech bunék se IFN-yR1 fetézec
nakonec recykluje na bunéény povrch v jeho volné defosforylované formé a ligand
je degradovan. V nékterych typech bunék muze signalizace IFN-y indukovat
degradaci internalizovaného receptoru a tim snizit expresi povrchového IFN-yR1.
Takovy mechanismus mze umozfiovat regulaci IFN-y indukovanych odpovédi

v riznych typech bunék. [31]

Mechanismy negativni zpétné vazby zahrnuji predevSim tfi tfidy bilkovin:

e Proteiny rodiny SOCS (potladujici signalizaci cytokinl), jako jsou SOCS1
a SOCS3, se mohou pfimo vazat na JAK a inhibovat aktivitu JAK a také
usnadnit degradaci komplexu interferonového receptoru.

e Tyrosinkinazy obsahujici doménu SH2, jako jsou SHP1 a SHP2, mohou
defosforylovat a tim deaktivovat STAT.

e Proteiny rodiny PIAS (proteinovy inhibitor aktivovaného STAT) mohou

inhibovat vazbu aktivovanych STAT s jejich cilovymi sekvencemi DNA nebo



zpusobit simulaci STAT, které jiz vstoupily do jadra, &imz méni transkripci

genu a ovliviluji signalizaci indukovanou interferonem. [28]



PRAKTICKA CAST



3 CILE DIPLOMOVE PRACE

1) Ovéfeni pozorovani, Zze schopnost odpovédi na mikrobialni podnét je
u imunitnich bunék v periferni krvi po kardiochirurgické operaci negativné
ovlivnéna. Méfeni funk&ni kapacity bunék u pacientl starSich 60 let operovanych
pro ischemickou chorobu srde¢ni a/nebo chlopenni vadu vzdy
s kardiopulmonarnim bypassem se zaklada na kvantifikaci IFN-y. Mikrobialni
podnét je v tomto modelu reprezentovan TLR7/8 agonistou — R848, a protozZe se
predpoklada, Zze vyznamnym zdrojem produkovaného IFN-y jsou T-lymfocyty,
aktivace je podpofena anti-CD3 protilatkou

2) Ovéfeni zastoupeni monocytarni a T-lymfocytarni populace mezi

leukocyty u téchto pacientl pfed operaci a pooperacné

3) Detekce schopnosti produkovat IFN-y u vybranych leukocytarnich

subpopulaci zdravych dobrovolniku

4) Vyhodnoceni nejvhodnéjSi metody detekce IFN-y s ohledem na

spolehlivost, ekonomiku a pracnost metody



4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité reagencie

4.1.1 lzolace bunéénych populaci
e EasySep Human Monocyte Isolation Kit (Stemcell Technologies)
e EasySep Human T-lymfocyte Isolation Kit (Stemcell Technologies)
e Tlrkav roztok (Merck)
e LymphoPrep (Stemcell)
e 10x PBS:

1,37 M NaCl (Penta)

80 mM Na;HPO4.12 H,O (Penta)
27 mM KCI (Penta)

20 mM KH,PO4 (Penta)

ddH20, pH 7,2-7,4

e EDTA (Sigma-Aldrich), 100 mM v ddH,0
e FBS low endotoxin (Biosera)
e 1xPBS (10x PBS, 1 mM EDTA, 2% FBS)
e Lyzacni roztok:
150 mM NH4CI (Penta)
10 mM KHCOj; (Penta)
0,1 mM NazEDTA (Penta)
4.1.2 Kultivace a stimulace bunéénych populaci
e LPS (Sigma-Aldrich), 1 mg/ml v ddH,O
¢ R848 (Invivogen), 2 mM v ddH,O
e Rekombinantni lidsky IL-2 (Biolegend)
e Anti-human CD3, klon OKT3 (Exbio)
e Glutamax 100x (Gibco)
e Primocin (Invivogen)
e RPMI 1640 (Corning)
4.1.3 Analyzy

4.1.3.1 Prutokova cytometrie
e Anti-human CD56 FITC, klon B159 (BD Pharmingen)
e Anti-human CD16 FITC, klon 3G8 (Beckman Coulter)



Anti-human CD19 ECD, klon J3-119 (Beckman Coulter)
Anti-human CD8 PC5.5, klon B9.11 (Beckman Coulter)
Anti-human HLA-DR PC7, klon Immu-357 (Beckman Coulter)
Anti-human CD64 APC, klon 10.1 (Becton Dickinson)
Anti-human CD3 PB, klon UCH-T1 (Beckman Coulter)
Anti-human CD14 APC-A750, klon RMO52 (Beckman Coulter)
Anti-human CD15 PB, klon 80H5 (Beckman Coulter)
Anti-human CD45 KO, klon J33 (Beckman Coulter)
Flow-Check Fluorospheres (Beckman Coulter)

Flow-Set Fluorospheres (Beckman Coulter)

OptiLyse ( Immunotech)

VersaComp Antibody Capture Bead Kits (Beckman Coulter) 20%
NaN; (Penta)

20% NaNs3 (Penta)

BSA (Serva)

1x PBS (10x PBS, 2% FBS, 1% BSA, 0,1% NaN3)

Injekéni voda (Fresenius Kabi)

4.1.3.2 Enzymem fizena imunosorbentni analyza (ELISA)

Human IFN-y ELISA kit (R&D Systems), s detekénim limitem 8 pg/ml
Human IL-6 ELISA kit (R&D Systems), s detekénim limitem 0,7 pg/ml

4.1.3.3 Detekce zalozena na reportérovych bunkach

»,HEK-Blue IL-13 Cells* (Invivogen)
»,HEK-Dual IFN-y Cells“ (Invivogen)
DMEM (Corning)

FBS low endotoxin (Biosera)
Hygromycin B (Invivogen)

Zeocin (Invivogen)

Normocin (Invivogen)

Blasticidin (Invivogen)

Puromycin (Invivogen)

PBS (Merck)

QUANTI-Blue (Invivogen)



QUANTI-Luc (Invivogen)

e Rekombinantni lidsky IL-6 (Sigma-Aldrich)

e Rekombinantni lidsky IL-1B (Sigma-Aldrich)

¢ Rekombinantni lidsky IFN-y (R&D Systems)

¢ Rekombinantni lidsky TNF-a (R&D Systems)

4.2 Pristroje
e Centrifuga Hermle Z 400 (Labortechnik GmbH)
e Centrifuga Allegra X-22 (Beckman Coulter)
e Chlazena centrifuga MIKRO 22R (Hettich)
e Chlazena centrifuga Universal 320R (Hettich)
o Tfepacka Titramax 101 (Heidolph)
e Tfepacka (Biosan)
e Promyvacka MW-12A (Mindray)
e Spektrofotometr (Synergy HTX)
e Pratokovy cytometr Navios EX (Beckman Coulter)
e Software Kaluza (Beckman Coulter)
o Software FlowJo (Becton Dickinson)
e Mikroskop Eclipse Ts2 (Nikon)

e Laminarni box MCS-Advantage (Thermo Scientific)

4.3 Pomucky
e 10 ml K;EDTA zkumavky (BD Vacutainer)

10 ml sodium heparin zkumavky (BD Vacutainer)

e 10 ml zkumavky s aktivatorem srazeni (BD Vacutainer)

e 15 ml a 50 ml centrifugaéni zkumavky (TPP)

e 5 ml polystyrenové zkumavky (12x75 mm) Falcon (Becton Dickinson)

e 1,5mla 2 ml zkumavky typu Eppendorf (TPP)

¢ 1,5 ml zamrazovaci zkumavky se Sroubovacim vickem a o-krouzkem (TPP)
e T75 kultivacni lahve (TPP)

e 96jamkové desticky (TPP)

e 24jamkové desticky (TPP)

¢ Nastavitelné automatické pipety Finnpipette (Thermo Scientific):



- jednokanalové: 0,5-10 pul, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl
- osmikanalové: 5-50 pl, 50-300 ul

o Nastavitelna elektronicka osmikanalova pipeta E1-ClipTip 10-300 ul
(Thermo Scientific)

o Spicky s filtrem a bez filtru Axygen (Corning)

e Spicky s filtrem a bez filtru ClipTip (Corning)

e Serologicke pipety (TPP): 5 ml, 10 ml, 25 ml

e 0,2 ym Stericup filtry (Merck)

e EasySep Magnet (Stemcell Technologies)

e Birkerova komurka (VWR)

4.4 Metody

4.41 Predpokus ke stanoveni optimalni koncentrace stimulanta LPS
a R848

1. V pfedpokusu byla vyuzita periferni krev tfi zdravych dobrovolnikd.
VSechny odbéry probihaly do heparinizovanych zkumavek v rannich
hodinach.

2. Periferni krev byla bezprostfedné po odbéru za sterilnich podminek
nafedéna médiem RPMI (oSetfenym antibiotikem Primocin, dle navodu
vyrobce) v poméru 1:1 a kultivovana ve 24jamkovych destickach v objemu
500 ul/jamka jako triplikaty bez stimulatord nebo se stimulatory o nize
uvedené koncentraci.

LPS: 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 500 ng/ml

R 848: 1 yM, 5 uM, 10 uM
Kultivace probéhla v termostatu pfi 37°C, 5 % CO, po dobu 3, 6, 12 a 24
hodin. Po uvedenych &asech byly jednotlivé destiCky centrifugovany 10
minut pfi 1000 g a pokojové teploté.

3. Zbytkova pfitomnost leukocytd a erytrocytd byla odstranéna dalSi
centrifugaci, pfi které byl supernatant odebran do zkumavek typu
Eppendorf a ty pak centrifugovany 10 minut pfi 2000 g a pokojové teploté.

Po druhé centrifugaci byl supernatant zamrazen v zamrazovacich

zkumavkach na -80°C az do doby analyzy metodou ELISA.



4.4.2 Stanoveni koncentrace IFN-y metodou ELISA

1.

ELISA kit i supernatanty byly pfed pouzitim vytemperovany na pokojovou
teplotu.

Byla pfipravena pracovni koncentrace promyvaciho roztoku (20 ml
promyvaciho pufru + 480 ml deonizované vody) a standard, ktery byl
rekonstituovan pufrem pro fedéni standardu na zakladé Sarze podle navodu
vyrobce.

Sekvencnim nafedénim standardu byla pfipravena sedmibodova kalibraéni
fada standardu odpovidajici rozsahu mérfeni: 15 pg/ml az 1000 pg/ml. Jako
pozadi (blank), ke kterému bylo méfeni vztazeno, slouzil pufr pro fedéni
standardu.

Supernatanty stimulované krve byly nafedény pufrem shodnym pro fedéni
standardu 2x, 10x, 50x a 100x a kontrolni supernatanty byly nafedény 2x.
Do kazdé jamky desticky potazené koutovaci protilatkou proti lidskému
IFN-y bylo pipetovano 100 ul pufru specifického pro tuto esej a poté pfidano
100 pl z kazdého bodu kalibraéni fady standardu, blank a rizné fedéné
supernatanty stimulované a nestimulované krve. VSe bylo testovano
v duplikatech.

Zakryta destiCcka byla inkubovana dvé hodiny na tfepaCce pfi pokojove
teploté a poté 4x promyta pfipravenym promyvacim roztokem.

V dal§im kroku bylo do kazdé jamky pfidano 200 pl konjugatu detekéni
protilatky proti lidskému IFN-y a enzymu a inkubovano dvé hodiny pfi
pokojove teploté s naslednym promytim desticky jako v pfedchozim bodé.
Béhem druhé inkubace byl pfipraveny roztok TMB substratu
(v ekvivalentnim mnozstvi byly smichany obé reagencie obsahujici
tetrametylbenzidin a peroxid vodiku a uchovany ve tmé&) a po promyti bylo
pipetovano 200 pl substratu do kazdé jamky a inkubovano ve tmé dle

potreby.

Po inkubaéni dobé bylo pfidano 50 ul stop roztoku (2N kyselina sirova), vse
dikladné promichano a na spektrofotometru pomoci pfislusného filtru (450

nm) méfena absorbance.



4.4.3
1.

4.4.4

Méreni IFN-y pomoci HEK-Dual IFN-y reportérovych bunék

Pro detekci IFN-y byly pouzity reportérové bunky HEK-Dual IFN-y, které
byly kultivovany v médiu DMEM s 10 % FBS a selekénimi antibiotiky
normocin, blasticidin, puromycin a zeocin dle pokyna vyrobce.

Kultivované HEK-Dual IFN-y byly opatrné oplachnuty roztokem PBS,
oddéleny od kultivani nadoby poklepanim nebo  Skrabkou
a resuspendovany v testovacim médiu DMEM v koncentraci 2,6x10°/ml.

Do kazdé jamky 96jamkové desticky bylo pfidano & pl Cerstvého
supernatantu ze vzorkd stimulovanych a nestimulovanych monocytd,
leukocytd a T-lymfocytd. Jako pozitivni kontrola slouzilo 5 i
rekombinantniho lidského IFN-y. Jeho koncentrace v hodnotach 1, 10, 100
pg/ml byla vyuzita k vytvofeni standardni kfivky. Jako negativni kontrola
bylo pouzito 5 ul lidského TNF-a o koncentraci 0,25 ug/ml.

Do kazdé jamky bylo pfidano 195 pl HEK-Dual IFN-y suspenze (2,6x10°/ml)
a inkubovano 24 hodin v 5 % CO, pfi 37°C.

Po inkubaci bylo do 96jamkové desticky s pruhlednym dnem pipetovano
10 pl supernatantu z této kultivace a 50 pl roztoku QUANTI-Luc, ktery byl

pfipraven a uchovavan dle navodu vyrobce.

V poslednim kroku byla méfena luminiscence v pfedem nastaveném

luminometru dle pokynu vyrobce.

Izolace monocytt

. Kizolaci bylo odebrano pfiblizné 30 ml plné krve od zdravych dobrovolnika.

Odbér probéhl do zkumavek oSetfenych K;EDTA.

Nasledujici postup (s vyjimkou centrifugace a mikroskopického stanoveni
poCtu bunék) probihal ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Pfipraven
byl roztok PBS obsahujici 2 % FBS a 1 mM EDTA, ktery byl dale pouzivan
k nafedéni krevnich vzorku (1:1) a promyvani.

Nafedéné krevni vzorky byly navrstveny na meédium Kk izolaci
mononuklearnich bunék Lymphoprep (1:1). V8echny reagencie byly pfed
pouzitim vytemperovany na pokojovou teplotu.

Vzorky byly centrifugovany pfi pokojové teploté 20 min, 800 g. Poté byl
prstenec mononuklearnich bunék promyt roztokem PBS (10 min, 400 g,

pokojova teplota).



44.5

Mnozstvi  vyizolovanych  mononuklearnich  bunék bylo  zjiSténo
mikroskopicky pomoci Turkova roztoku (obvyklé fedéni 1:50) a Burkerovy
komurky.

V dalSim postupu, kdy byly negativné izolovany monocyty, byl vyuzivan kit
EasySep Human Monocyte Isolation kit a EasySep Magnet. Izolace
probihala v polystyrenovych zkumavkach. Dle poctu bunék vyseparovanych
v pfedchozim kroku byl k vzorku pfidan pfislusny objem koktejlu protilatek
v poméru 50 pl koktejlu na 1 ml vzorku. Inkubace probéhla 5 min pfi
pokojové teploté.

Nasledné byly pfidany magnetické kuliCky (shodny pomér i inkubace jako
u koktejlu protilatek) a roztok PBS do celkového objemu vzorku 2,5 ml. Poté
byl vzorek umistén do prostoru magnetu, kdy po pfiblizné 3minutové
inkubaci byly monocyty pfitomné v suspenzi pfemistény do nové 5ml
zkumavky jednoduchym pfelitim zkumavky umisténé v magnetu. Ostatni
buriky zlstaly navazany na magnetické kulicky na sténach zkumavky.
Pocet bunék byl ovéfen jako v bodé 5.

Bunky byly promyty roztokem PBS (10 min, 300 g, pokojova teplota)
a nafedény médiem RPMI s 1% roztokem Glutamax, 10% autolognim
sérem a antibiotikem 1x Primocin tak, aby vysledna koncentrace byla 1x10°
monocytd na 1 ml. Kultivace probihala ve 24jamkové desti¢ce (500
ul/jamka) a stimulované vzorky obsahovaly bud LPS (100 ng/ml) nebo
R848 (10 uM), anebo byly bez stimulatoru (kontrolni vzorek). Vzorky byly
kultivovany jako triplikaty.

DestiCka byla inkubovana 24 hodin pfi 37°C, v 5% atmosféfe COa,.
Monocyty byly ze vzorku dalSi den odstranény dvojitou centrifugaci: 10 min,

1000 g, poté 10 min, 3000 g, vSe pfi pokojové teploté.

Supernatanty byly zamrazeny a az do doby analyzy uchovany pfi -80°C.

Izolace T lymfocytu

. Postup izolace T lymfocytd z plné krve byl shodny s postupem izolace

monocytl. Negativni separace T lymfocytd probéhla pomoci EasySep
magnetu, ktery pfi pouziti EasySep Human T lymfocyte kitu, koktejlu
protilatek pro negativni selekci, umoznuje ziskat vysoce Cistou populaci
T lymfocytd (99 %).



2.

4.4.6

4.4.7

Nasledna kultivace a stimulace bunék (1x10%ml) probihala stejné jako
u monocytl navic s pfidanim kombinace stimulatord R848 (10 pM), IL-2
(250 ng/ml) a anti-CD3 (2 ug/ml).

. Zpracovani supernatanti bylo obdobné jako v pfedchozim postupu

u monocytd.

Izolace leukocytt

. 5 ml edtované krve bylo inkubovano v 50 ml lyza¢niho roztoku po dobu 10

min, pfi pokojoveé teploté na rotatoru.
Po centrifugaci bez brzdy (10 min, 233 g, pokojova teplota) byl sediment
promyt v 50 ml PBS (10 min, 300 g, pokojova teplota) a cely postup

opakovan s polovi¢nim objemem roztoku.

Izolované leukocyty (1x10%/ml) byly kultivovany, stimulovany a supernatanty
zpracovany jako v pfipadé monocytld a T-lymfocytu.

Ovéreni Cistoty bunék na pratokovém cytometru

. Cistota izolovanych monocyttl byla ovéfovana pomoci priitokové cytometrie

na zakladé exprese povrchovych znaki CD14, CD4 a HLA-DR. Obdobné
byla stanovena Cistota izolovanych T-lymfocytd, kdy byly k identifikaci
pouzity tyto znaky CD3, CD8 a CD4. Pro cytometrickou analyzu byly
pouzity protilatky proti témto znakiim: CD16 FITC, CD56 FITC, CD19 ECD,
CD8 PC5.5, HLA-DR PC7, CD3 APC, CD4 APC-Alexa 700, CD14 APC-
Alexa 750, CD7 PB, CD45 KO. Objem monoklonalnich protilatek byl pfitom
vytitrovan pro koncentraci 3x10° izolovanych bunék ve 100 pl roztoku PBS.
Po izolaci bunék pred vlastni inkubaci s protilatkami byla koncentrace
bunék v PBS upravena dle vySe uvedené optimalizace. 100 ul izolovanych
bunék pak bylo inkubovano s protilatkami po dobu 15 min, pfi pokojovée
teploté, ve tmé. K nastaveni zakladniho zobrazeni byly pouzity neznacené
buriky ve shodné koncentraci.

Zbytkové mnozstvi erytrocytl bylo odstranéno Sminutovou inkubaci s 200
Ml roztoku OptiLyse pfi pokojové teploté, ve tmé.

Lyza byla zastavena pfidanim 2 ml PBS a nadbyte¢né mnozZstvi protilatek

odstranéno 5minutovou centrifugaci pfi 300 g a pokojové teploté.



4.4.8

Akvizice dat probéhla nasledné pomoci 3laserového prutokového cytometru
a akvizitniho softwaru Navios. Exprese pfislusSnych znakd byla
analyzovana softwarem Kaluza. Standardizace akvizice a reproducibilita
vysledki byla zajisténa rutinnim  pouzZitim  kulicek  Flow-Check
Fluorospheres a Flow-Set Fluorospheres. Presvit fluorochrom( byl
kompenzovan post-akvizicné pomoci VersaComp Antibody Capture Beads.
Sekrecni esej (Miltenyi Biotec)

Tato esej je obdobou intracelularni detekce produkovanych cytokinl

a obchazi pouziti brefeldinu A nebo monensinu.

. Stimulovana a kontrolni heparinizovana krev byla nejprve zbavena

erytrocytll v lyzacnim pufru po dobu 10 minut.

Lyzované erytrocyty byly odstranény pfidanim PBS s naslednou
centrifugaci (5 min, 300 g, 4°C)

Sediment byl inkubovan s bispecifickou protilatkou (Catch Reagent), ktera
se vaze na CD45 na povrchu leukocytl (5 min, 4°C) a zaroven je navazan
produkovany IFN-y (pfidani 3,5 ml teplého média a za trvalého tfepani po
dobu 45 min ve 37°C).

Po centrifugaci (5 min, 300 g, 4°C) byl odstranén supernatant a sediment
byl inkubovan s monoklonalni protilatkou proti IFN-y PE (Cytokine Detection
Antibody) a dalSimi specificky znaenymi monoklonalni protilatkami, které
umoznily identifikaci subpopulaci leukocytl a odliSeni IFN-y produkujicich
od neprodukujicich bunék. Inkubace probihala na ledu po dobu 15 min
a nenavazané protilatky byly odmyty pfiblizné 4 ml studeného PBS (10 min,
300 g, 4°C).

Po odstranéni supernatantu a resuspendovani sedimentu v malém

mnozstvi PBS probéhla detekce pomoci pratokového cytometru.



5 CHARAKTERISTIKA SOUBORU PACIENTU

Studie byla evidovana pod cCislem 201611S13P a schvalena Etickou komisi
Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové.
Kazdy ucastnik byl pIné informovan o ucelu studie a svou dobrovolnou ucast
potvrdil podepsanim informovaného souhlasu, spoleéné se souhlasem
s nakladanim s osobnimi udaiji.

Soubor 53 pacientl tvofilo 34 muzd a 19 zen, primérného véku 70 let
(rozsah 60 az 85 let). Pacienti byli operovani pro ischemickou chorobu srdec¢ni
a/nebo chlopriové vady, pfipadn& bylo ddvodem onemocnéni aorty. Zadny
z pacientd netrpél v dobé planované operace akutnim infek€nim onemocnénim,
onkologickym onemocnénim nebo poruchou renalnich ¢i jaternich funkci. Do
studie byli zafazeni pacienti s logistickym EuroSCORE mensim nez 5 %. [34]

VSechny operace byly vedeny ze stfedni sternotomie a byl pouZity
konvencni mimotélni obéh (kardiopulmonarni bypass). Odbéry krve byly
provadény pred operaci, bezprostfedné po operaci, 1. a 3. pooperacni den. T¥i
pacienti bezprostfedné po operaci zemreli a nebyli zahrnuti do statistického
hodnoceni.

Soubor zdravych dobrovolnika (11) tvofily Zeny s primérnym vékem 28 let
(rozsah 26 az 31 let), které netrpély akutnim ani znamym chronickym
onemocnénim a nebyly v dobé odbéru gravidni. Dobrovolnici opakované poskytli

vzorky heparinizované nebo EDTA krve s minimalnim odstupem 6 tydnu.



6 STATISTIKA

Soubory dat byly statisticky hodnoceny pomoci aplikace Statistica 13
(TIBCO Software Inc, USA). Normalita dat byla ovéfena Shapiro-Wilksovym
testem a homogenita varianci Levenovym testem. Data byla dle svych
charakteristik analyzovana parametrickymi nebo neparametrickymi testy, jak je
uvedeno ve vysledkové Casti u daného experimentu. Rozdily byly povazovany za

signifikantni na hladiné a mensSi nez 0,05.



7 VYSLEDKY

7.1 Produkce IFN-y u pacientt pred a po kardiochirurgické
operaci

7.1.1 Produkce IFN-y u pacientlii méfené metodou ELISA

U pacientl (50) po kardiochirurgické operaci s mimotélnim obéhem byla
pozorovana produkce IFN-y ve vzorku heparinizované krve v obdobi pfed operaci
a v nasledujicich pooperacnich dnech. Plna krev pacientd byla stimulovana
pomoci anti-CD3 a R848. Prvni méfeni bylo u pacientl provedeno v den pfed
operaci a nasledna méfeni byla provedena ve tfech c¢asovych usecich,
bezprostfedné po operaci, 1. den a 3. den po operaci. Poté byla porovnana
koncentrace produkovaného IFN-y v supernatantu. Po operaci a prvni pooperacni
den byla naméfena vyznamné snizena produkce IFN-y (p<0,0001). Treti den
nejsou hodnoty statisticky odliSné od pFfedoperaCnich hodnot (p=0,076).
Znameénkovy test, upraveno Bonferroniho korekci.

Od této metody bylo pozdéji odstoupeno z dlvodl snizené reproducibility
mezi esejemi rlznych lotl pfi opakovani méreni.
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Graf ¢. 1: Produkce IFN-y u pacientu pfed a po kardiochirurgické operaci (méfeno metodou ELISA)



7.1.2 Produkce IFN-y u pacientt mérené pomoci lidskych

reportérovych bunék HEK293

U pacientl (50) po kardiochirurgické operaci s mimotélnim obé&hem byla
pozorovana produkce IFN-y ve vzorku heparinizované krve v obdobi pfed operaci
a v nasledujicich pooperacnich dnech. Plna krev pacientd byla stimulovana
pomoci anti-CD3 a R848. Prvni méfeni bylo u pacientl provedeno v den pfed
operaci a nasledna méfeni byla provedena ve trech Casovych Usecich,
bezprostfedné po operaci, 1. den a 3. den po operaci. Poté byla porovnana
koncentrace produkovaného IFN-y v supernatantu. Vyznamné nizSi koncentrace
IFN-y byla méFfena po operaci (p<0,0001), prvni (p<0,0001) i tfeti poopera¢ni den
(p=0,005) v porovnani s koncentraci méfenou pied operaci (ANOVA pro
opakovana mérfeni, post hoc Dunnettiv test). Koncentrace IFN-y byla méfena

pomoci lidskych reportérovych bunék HEK293 transfekovanych genem pro Lucia

luciferazu.
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Graf €. 2: Produkce IFN-y u pacientt pfed a po kardiochirurgické operaci, **p=0,005, ***p<0,0001
(méfena pomoci lidskych reportérovych bunék HEK293)



7.2 Procentualni zastoupeni bunéénych populaci u pacientt pred
a po kardiochirurgické operaci

7.2.1 Procentualni zastoupeni monocytl pred a po kardiochirurgické

operaci

U pacientd (50) po kardiochirurgické operaci s mimotélnim obé&éhem bylo
provedeno méfeni CD14 pozitivnich monocytl z celkovych leukocytl v obdobi
pfed operaci a v nasledujicich pooperacnich dnech. Prvni méfeni bylo u pacient
provedeno v den pfed operaci a nasledna méfeni byla provedena ve tfech
Casovych usecich, bezprostfedné po operaci, 1. den a 3. den po operaci.
Vyznamny procentualni rozdil monocytt byl naméren tésné po operaci (p<0,0001)
a 1. pooperacni den (p=0,0001). 3. pooperacni den byly hodnoty jiz bez
vyznamného rozdilu v porovnani s predoperaénimi (ANOVA pro opakovana

méreni, post hoc Dunnettlyv test).
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Graf ¢. 3: Procentualni zastoupeni monocytl pred a po kardiochirurgické operaci, ***p<0,001



7.2.3 Procentualni zastoupeni lymfocyti pred a po kardiochirurgické

operaci

U pacientu (50) po kardiochirurgické operaci s pouzitim mimotélniho ob&hu
bylo provedeno méfeni celkového poctu lymfocytl z leukocytll na zakladé FS/SS
charakteristik. Méfeni bylo provedeno v obdobi pfed operaci a v nasledujicich
pooperacnich dnech. Prvni méfeni bylo u pacientl provedeno v den pfed operaci
a nasledna méreni byla provedena ve tfech €asovych usecich, bezprostfedné po
operaci, 1. den a 3. den po operaci. Vyznamné sniZzené procento lymfocytl bylo
méfeno pfi vSech provadénych méfenich po operaci (p<0,0001) v porovnani
s predoperacnimi hodnotami (ANOVA pro opakovana méfeni, post hoc Dunnettav

test).
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Graf €. 4: Procentualni zastoupeni lymfocytl pfed a po kardiochirurgické operaci, ***p<0,0001



7.2.4 Procentualni zastoupeni CD3 pozitivnich T lymfocyta pred a po

kardiochirurgické operaci

U pacientu (50) po kardiochirurgické operaci s pouzitim mimotélniho ob&hu
bylo provedeno méfeni CD3 pozitivnich lymfocytd ze vSech lymfocytd. Méfeni bylo
provedeno v obdobi pfed operaci a v nasledujicich pooperacnich dnech. Prvni
mérfeni bylo u pacientd provedeno v den pfed operaci a nasledna méreni byla
provedena ve tfech Casovych usecich, bezprostiedné po operaci, 1. den a 3. den
po operaci. Tésné po operaci bylo procento CD3+ lymfocytd srovnatelné s hodnou
predoperaéni. Vyznamné snizené procento bylo naméfeno 1. (p<0,0001) a 3.

(p=0,005) pooperaéni den (ANOVA pro opakovana méfeni, post hoc Dunnettiv

test).
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7.3 Gatovaci strategie procentualniho zastoupeni bunék
kardiologickych pacienta v periferni krvi

7.3.1 Procentualni zastoupeni leukocyt
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7.3.3
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7.4 Produkce IFN-y po stimulaci izolovanych bunék zdravych
darct

7.4.1 Produkce IFN-y monocyty po stimulaci LPS a R848

U zdravych jedincu (15) byla provedena stimulace izolovanych monocytl
pomoci LPS a R848. Nasledné byla porovnana produkce IFN-y v supernatantech.
VySSi koncentrace produkovaného IFN-y byla zaznamenana pfi stimulaci
monocytd jak pomoci R848, tak LPS (oboji p=0,0006, znaménkovy test
s Bonferroniho korekci). Koncentrace IFN-y byla méfena pomoci lidskych

reportérovych bunék HEK293 transfekovanych genem pro Lucia luciferazu.
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Graf €. 6: Produkce IFN-y monocyty po stimulaci LPS a R848, ***p=0,0006



7.4.2 Produkce IFN-y T lymfocyty po stimulaci LPS, R848, IL-2
a anti-CD3

U zdravych jedincl (12) byla provedena stimulace izolovanych T-lymfocytl
pomoci LPS, R848, IL-2, anti-CD3 a jejich kombinaci. Nasledné byla porovnana
produkce IFN-y v supernatantech. Nejvy$Si naméfena koncentrace IFN-y byla
stejné jako u leukocytll zméfena pfi pouziti kombinace IL-2, anti-CD3 a R848
(p=0,005). DalSi nesignifikantné zvySena koncentrace byla zaznamenana pfi
pouziti stimulatort IL-2 spole¢né s anti-CD3. Samostatné stimulatory LPS a R848
nevykazovaly zadnou produkci [IFN-y vuU¢i kontrole (znaménkovy test
s Bonferroniho korekci). Koncentrace IFN-y byla méfena pomoci lidskych

reportérovych bunék HEK293 transfekovanych genem pro Lucia luciferazu.
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Graf €. 7: Produkce IFN-y T lymfocyty po stimulaci LPS, R848, IL-2 a anti-CD3, **p=0,005



7.4.3 Produkce IFN-y leukocyty po stimulaci LPS, R848, IL-2

a anti-CD3

U zdravych jedincud (10) byla provedena stimulace izolovanych leukocytl
pomoci LPS, R848, IL-2, anti-CD3 a jejich kombinaci. Nasledné byla porovnana
produkce IFN-y v supernatantech. NejvysSi naméfena koncentrace IFN-y byla u
leukocytll zaznamenana pouZitim kombinace IL-2, anti-CD3 a R848 (p=0,016).
Statisticky nevyznamné zvySeni bylo zaznamenano i pfi pouziti kombinace IL-2
a anti-CD3. Pouzity byl znaménkovy test s Bonferroniho korekci. Samostatné
stimulatory LPS a R848 neindukovaly produkci IFN-y. Koncentrace IFN-y byla
méfena pomoci lidskych reportérovych bunék HEK293 transfekovanych genem

pro Lucia luciferazu.
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7.5 Gatovaci strategie ovéreni istoty izolovanych bunéénych
populaci zdravych jedinct
K nastaveni zakladniho zobrazeni dat (FS/SS) byla pouzZita zkumavka
s neznaCenymi bufikami. Jednotlivé bunécné populace byly rozliSeny na zakladé
exprese specifickych povrchovych znakl. Gate byl vytvofen dle charakteristik FS-
H / FS-A tak, aby zahrnoval pouze jednotlivé bunky (singlety) a aby byly vylou€eny

dvojice bunék (doublety) a bunécné shluky.

7.5.1 Gatovaci strategie izolovanych monocyti

Monocyty byly identifikovany z leukocytarniho gatu (SS/CD45) na zakladé
exprese CD14, CD4, HLA-DR, CD16 s absenci znaki CD3, CD8, CD7, CD19,
viz Graf €. 9.

Ostatni znaky byly pouZity pro eliminaci kontaminujicich bunék z analyzy.
NK bunky byly detekovany expresi CD56, CD16, CD7 s absenci znaku CD3.
Minoritni populace B lymfocytl byla uréena znaky CD19 a HLA-DR. PFitomnost

CD3 pozitivnich T lymfocytl nebyla prokazana.
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7.5.2 Gatovaci strategie izolovanych T lymfocytu

Populace celkovych T lymfocytu byla identifikovana expresi znaku CD3
z lymfocytarnino gatu (SS/CD45). Pomoci znaka CD4 a CD8 byly odliSeny
subpopulace pomocnych CD4+ T lymfocytd (Th ly) exprimujici CD3, CD4 a
subpopulace cytotoxickych CD8+ T lymfocytu (Tc ly) exprimujici CD3, CD8, viz
Graf ¢. 10.

Ostatni znaky byly pouzity pro eliminaci kontaminujicich bunék z analyzy.
Zastoupeni populace B lymfocytl a NK bunék bylo minoritni (do 1 % v ramci

lymfocytl). Monocyty nebyly prokazany.
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Graf ¢. 10: Gatovaci strategie izolovanych T lymfocytu



7.6 Sekrecni esej

Vysledky stimulace heparinizované krve pomoci R848 po dobu 24 hodin
u zdravych dobrovolnikl (3) ukazaly, ze k nejvysSi produkci IFN-y dochazelo u NK
bunék. Grafy niZe jsou reprezentativnhim zobrazenim IFN-y produkujicich bunék
z rliznych subpopulaci leukocyta.

Monocyty byly mezi leukocyty (exprimujicimi CD45) identifikovany na
zakladé exprese CD14, Ilymfocyty pak jako bufiky s odliSnymi FS/SS
charakteristikami. Tc lymfocyty byly mezi lymfocyty odliSeny jako buriky
exprimujici CD3 a CD8, a Nk buriky na zakladé exprese CD16 a CD56 s absenci
znaku CD3. Umisténi gatu odpovida kontrole bez IFN-y detekéni protilatky (FMO,
nezobrazeno). Cislo v gatu udava procento bunék produkujicich IFN-y v dané

populaci.

7.6.1 Produkce IFN-y monocyty
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Graf €. 11: Produkce IFN-y monocyty (vlevo kontrola bez stimulace, vpravo stimulace pomoci R848
po dobu 24 hodin)



7.6.2 Produkce IFN-y NK bunkami
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Graf €. 12: Produkce IFN-y NK bunkami (vlevo kontrola bez stimulace, vpravo stimulace pomoci
R848 po dobu 24 hodin)

7.6.3 Produkce IFN-y Tc lymfocyty

107 3
10° 3 10°
w 107 3 IFMg To cellz w 0" 3 IFRg T cellz
=3 ] 0,089 2 ] 4 B5
[y L. 1 [ . =
“ E < E
o 3] o ]
i 173 I 10773
o = o -
£ 3 £ 3
= - =1 -
Yot o R Ul
' '
" ] 1 ]
L AR Wttt B Y R L B B Ll WERL
1’ 10° 10 10° 10° n° wt 10°
Comp-FL4-4 CD8 + 1893 PCE S Comp-FL4-& :: CDS + 193 PCS 5

Graf €. 13: Produkce IFN-y Tc lymfocyty (vlevo kontrola bez stimulace, vpravo stimulace pomoci
R848 po dobu 24 hodin)



8 DISKUZE

Na zakladé publikovanych studii se IFN-y jevi jako vyznamny (nikoliv vdak
jediny) hrac€ v prevenci sepse. [35] Sepse je jednou z moznych pooperaénich
komplikaci kardiochirurgickych operaci. Pfi operaci provadéné s pouzitim
kardiopulmonalniho bypassu bézné dochazi k naruSeni funkce imunitniho
systému. Pfimé traumatické poranéni chirurgickym zakrokem vyvolava fetézec
reakci prostfednictvim endokrinniho, metabolického, kardiovaskularniho a
imunitniho systému. Pokud tato stresova reakce neni regulovana, mize vést az k
syndromu systémové zanétlivé odpovédi s organovou dysfunkci. [36] Dle studie
SOAP (Sepsis Occurrence in Acutely Ill Patients) se v Evropé vyskytne sepse asi
u 35 % pacientl v pribéhu jejich hospitalizace na jednotce intenzivni péce. | pres
urcité pokroky v terapii se umrtnost pacientl s t€zkou sepsi pohybuje mezi 20-70
% v zavislosti na véku pacienta, pfidruzenych onemocnénich a poctu selhavajicich
organu. [37]

Pooperacni imunosuprese, zejména ztrata bunkami zprostfedkovaneé
imunity, je bézné& pozorovana po operaci v dusledku zvySeného uvolfovani
hormon( potlacujicich imunitni odpovéd, jako jsou katecholaminy, prostaglandiny
a kortizol v zavislosti na velikosti chirurgického stresu a poskozeni tkané. [38]
Snizena syntéza IFN-y Th1 Ilymfocyty po srdeCnich  operacich
s kardiopulmonalnim bypassem (CPB) je soucasti zanétlivé odpovédi na lokalni
a systémova traumata. [39]

V naSsem souboru pacientl jsme studovali jednak funkéni kapacitu
bunécénych populaci, tak i jejich zastoupeni pfed operaci a v pooperacnim obdobi.
Funkéni kapacita byla méfena pomoci produkovaného IFN-y burikami plné krve,
které byly stimulovany pomoci anti-CD3 a R848, graf €. 2. U pacientd bylo
pozorovano znacné snizeni produkovaného IFN-y, které nastalo hned po operaci
ve srovnani s predoperacni hodnotou. Od 1. pooperaéniho dne se produkce IFN-y
lehce zvySovala, ale snizena produkce, tudiz i naruSena funkéni kapacita bunék
zUstala az do sledovaného 3. pooperacniho dne.

Klinické studie naznacuji, Zze vyznamna suprese IFN-y je umérna stupni
traumatu. Po tézkém poranéni Ize prokazat hlubokou depresi bunécné
zprostfedkované imunity, vyjadfenou napfiklad snizenou expresi HLA-DR na

monocytech, potlaenym uvolfovanim IFN-y lymfocyty a naruSenou syntézou



prozanétlivych  cytokind monocyty a  makrofagy. Vlivem IFN-y u
kardiochirurgickych pacientl se zabyval ve své studii Schintel at al., kde dosli k
zaveéru, ze lipopolysacharidem indukované uvolhovani tumor nekrotizujiciho
faktoru-a, IL-6, IL-12 a IL-1Ra a prostaglandinu E2 bylo jasné zvySeno s pouzitim
IFN-y. [40] Tyto vysledky koreluji s vysledky naSi studie, kdy tésné po operaci
dochazelo k vyznamnému snizeni produkce IFN-y. Béhem této doby byvaji u
pacientl zaznamenavany nejvétsi pooperacni komplikace, které mohou koncit
smrti pacienta.

Zménami cytokinG po kardiochirurgické operaci se ve své studii zabyval i
Chen at al., kde sledovali zménu cytokini 24 h po operaci srdce spojenou s AKI.
Jako jeden ze dvou nejvice korelujicich cytokini s poopera¢nimi komplikacemi se
jevil pravé IFN-y. Dle této studie by se IFN-y mohl stat prediktivnim biomarkerem,
ale i jako potencionalni terapeuticky cil. [41]

U stejného souboru pacientl byly zaroven meéfeny i procentualni zmény
bunécnych populaci, kde jsme se zaméfili na monocyty, lymfocyty a CD3 pozitivni
T-lymfocyty. Ve studii zabyvajici se pouzitim CPB u kardiochirurgickych operaci
popisuji pokles monocytd v jeho pocatku, ktery je nasledovany pooperaéni
monocytézou. [42] Snizeny pooperacni poCet monocytd tésné po operaci s
pouzitim CPB popisuji ve své studii i Wehlin at al. [43] Reakce monocytl na
patogeny a signaly spojené s nebezpecim je klicovou soucasti imunitni odpovédi.
Béhem stresu se monocyty diky své funkéni plasticité vyvijeji do specializovanych
populaci. Jsou dllezitym zdrojem dendritickych bunék, které jsou kliCové pro
fizeni imunitni odpovédi. Ztrata funkCni plasticity monocytl, vedouci ke snizené
schopnosti monocytu stat se dendritickymi bufikami, znamena abnormalni imunitni
odpovéd a je spojena s nepriznivymi dopady traumatu. [44] Procento monocytu,
graf €. 3, bylo u pacientd velmi snizeno hned po operaci, kdy doslo
k vyznamnému poklesu oproti pfedoperacnim hodnotam. 24 hodin po operaci
nastala naopak lehka monocyt6za a 3. pooperacni den byly hodnoty srovnatelné
s hodnotami pfed operaci. Toto pooperaéni snizeni monocytld tedy muize byt
jednou z pfi€in, pro¢ pacienti po kardiochirurgické operaci upadaji do septickych
stavl nebo se u nich rozjede nekontrolovatelna imunitni odpovéd na operacni
trauma.

Snizené mnozstvi po kardiologické operaci s pouzitim CPB bylo

zaznamenano i u lymfocytd. Ve studii provedené Rinder at al. doSlo k poklesu



celkového podctu lymfocytl u vS8ech pacientl a nejvétsi pokles byl zaznamenan
u T-lymfocytl. [45] DalSi studie popisuje pokles poc¢tu T-lymfocytd 48 hodin po
Vyznamné snizeni absolutniho poctu NK bunék, celkového poctu lymfocytd,
celkového poctu T lymfocytd a subpopulaci T lymfocytll v ¢asném obdobi CPB
muze byt zpusobeno extravazaci a/nebo aktivaci T bunék béhem operace a po
operaci. [46] Snizené mnozstvi lymfocytl, graf €. 4 a snizené mnoZstvi
T lymfocytl, graf €. 5 bylo naméfeno i v souboru nasSich pacientu. U lymfocytu
doslo k poklesu hned po operaci a k jeho dalSi prohloubeni nasledovalo jesté 1.
pooperacni den. 3. pooperacni den se pocet lymfocytl zacal nepatrné zvySovat,
ale v porovnani s predoperacnimi hodnotami byl stale vyznamné snizeny.
U T lymfocytl doslo k vyznamnému snizeni az 1. pooperacni den. Vyznamné
snizeni téchto bunécnych populaci mize Uzce souviset se snizenou produkci IFN-
y. Jednak se jedna o bunky, které tento cytokin sami produkuji, nebo se jedna o
buriky, které jsou vyznamné potiebné pro aktivaci ostatnich bunék, aby k produkci
IFN-y dochazelo.

Produkci IFN-y monocyty po stimulaci LPS u zdravych dobrovolniki se
zabyval ve své studii i Kraaij et al., ktery zjistil, Ze u izolovanych CD14+ monocyt(
po stimulaci LPS dochazi k vyznamnému zvySeni produkce IFN-y. [47] ZvySena
produkce IFN-y po stimulaci LPS oproti kontrole byla naméfena i v supernatantech
naSich zdravych dobrovolnikl, graf. €. 6. Monocyty jsou zarovefi vyznamnym
zdrojem IL-12, ktery je silny induktor produkce IFN-y a naopak. [48] Produkci
IFN-y po stimulaci R848 u zdravych jedincl se zabyval ve své studii Caron at al.,
kdy pfi stimulaci T lymfocytll samostatnym R848 byla indukovana pouze omezena
produkce IFN-y. Produkce IFN-y byla vSak nékolikanasobné vysSi pfi pouZiti
dalSich stimulatord jako jsou anti-CD3 nebo IL-2. [49] | v naSich experimentech,
kdy jsme stimulovali T lymfocyty pomoci LPS, R848, anti-CD3, IL-2 nebo jejich
kombinacemi jsme méli téméf nulovou produkci IFN-y pfi pouZiti samostatnych
stimulatord. Vyznamna produkce IFN-y byla naméfena az pfi pouziti kombinace
R848, anti-CD3 a IL-2, graf €. 7. Toto naznaduje, Ze pro aktivaci T-lymfocytl je
potfeba bunéfné kooperace, vhodného cytokinového prostifedi, pfipadné
stimulace TCR komplexu, a ze T-lymfocyty nejsou schopny piné odpovidat na
podnéty receptort vrozené imunity, PRR, tak jako monocyty. Podobné vysledky

jsme zaznamenali i pfi stimulaci izolovanych leukocytd, kde statisticky vyznamné



zvySeni produkce IFN-y bylo pozorovano pouze pfi pouziti kombinace stimulatort
R848, anti-CD3 a IL-2, graf €. 8. Tento vysledek byl prekvapuijici, protoze zde
nebyla detekovana signifikantni produkce pfi pouZiti samotnych stimulatord LPS
a R848, prestoze izolované monocyty na tyto podnéty reagovaly zvySenou
produkci. Je tedy mozné, ze prozanétlivy uc€inek LPS a R848 je v tomto modelu

Pro dalSi detekci IFN-y u zdravych dobrovolnikil byla pouZita metoda
sekreCni eseje, kdy heparinizovana krev byla stimulovana pomoci R848 po dobu
24 hodin. IFN-y byl produkovan riznymi typy leukocytl, v podstatném mnozstvi
pak monocyty, graf €. 9, NK bunkami, graf ¢. 10 a Tc lymfocyty, graf €. 11.
NejvysSi procentualni zména byla zaznamenana u NK bunék. K podobnym
vysledkim dospéli i ve své praci Hou et al., kdy nejvysSi produkce IFN-y byla
detekovana NK bunkami. [50]

Vyznamna zména v produkci vzhledem ke kontrole byla v nasem
experimentu zaznamenana i u Tc lymfocytl, ackoli byl pouzity pouze stimulator
R848. Oproti izolovanym T lymfocytim zde mohla hrat roli pravé kooperace bunék
zastoupenych v periferni krvi a vytvofeni vhodného cytokinového prostfedi.
Nejvy8Si naméfena produkce IFN-y zde nemusi odrazet nejvysSi celkovou
produkci, protoZze NK burnky jsou v krvi zastoupené v mensim pocCtu nez
Tc lymfocyty.

Z experimentd na zdravych dobrovolnicich vyplyva, Ze monocyty jsou
dllezitymi producenty IFN-y, ale zasadni roli zfejmé hraji i pfi bunécnych
interakcich, které umoznuji dalSim burfikam odpovidat na podnét produkci IFN-y.
Vyrazné pooperacni snizeni po¢tu monocytl u kardiochirurgickych pacientl tak
ovlivni Sir§i spektrum bunék a naslednou imunitni odpovéd. Otazkou zasluhuijici si
pozornost zlstava, které populace monocytl jsou nejvice ovlivnény
kardiochirurgickou operaci, respektive, jak se méni pooperacni charakteristiky
monocytl, at' uz ve smyslu povrchové exprese markeru jako je CD16, CD33 atd.
(Ong, 2019), tak ve schopnosti produkce napf. zde studovaného IFN-y.

Podobné rozsahly efekt na imunitni systém bude mit kortizol a nasledné
produkovany IL-10 [51][52]. Oba byly u kardiochirurgickych pacienti peri- a
pooperacné detekovany ve zvySené koncentraci a souvisi s Utlumem
produkovaného IFN-y [53] [54]. Kvantitativni vztah mezi imunosupresivné

pusobicim kortizolem, IL-10 a IFN-y, imunitni systém naopak stimulujicim, by mély



byt soucasti naslednych experimentl. Podobné dullezitou roli bude hrat doba, po
kterou dochazi k utlumeni imunitniho systému. | to by mélo byt cilem dalSiho
vyzkumu.

Vybrana skupina pacientl, u kterych byla zjistovana pooperaéni produkce
IFN-y, nebyla dostateCné robustni, aby zachytila mezi pfipady s pooperacnimi
komplikacemi i pacienty se sepsi. Pfimy vztah mezi snizenou hladinou IFN-y a
konkrétnimi poopera¢nimi komplikacemi ve stratifikované skupiné pacientl, stejné
jako dopad kardiochirurgické operace na funkéni kapacitu NK bunék by mély byt

pfedmétem dalSich praci.



ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva vlivem kardiopulmonalniho bypassu na
lidsky organismus, kdy diky operacCni zatézi, kontaktu krve s umélymi povrchy
a ischemicko-reperfuznimu poskozeni dochazi k naruseni funkce imunitniho
systému a indukce systémové zanétlivé odpovédi, SIRS. Tézky pribéh SIRS se
rozvine az u 35 % pacientu, ktefi jsou hospitalizovani na jednotce intenzivni péce.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni, ze po kardiochirurgické operaci
dochazi k vyznamnému ovlivnéni imunitniho systému, a to jak ve smyslu zmén
zastoupenych populaci imunitnich bunék v periferni krvi pacientl, tak v jejich
schopnosti odpovidat na mikrobialni podnét, ktera byla hodnocena kvantifikaci
produkce IFN-y ve vybranych bunécnych subpopulacich a zaroven byla
vyhodnocena nejvhodnéjsi metoda detekce IFN-y.

Prvni Cast praktické casti této diplomové prace se zabyvala vlivem
kardiochirurgické operaci s pouzitim CPB, kdy dochazi k vyraznému snizeni
produkce IFN-y imunitnimi bunkami periferni krve pacientl, které pretrvava
minimalné do tfetiho pooperacniho dne a s tim i spojené zhorSené odpovidavosti
imunitniho systému na mikrobialni stimuly. Zaroven dochazi k procentualni zméné
bunécnych populaci imunitniho systému, které maji na tyto mikrobialni podnéty
reagovat. Tésné po operaci u pacientl s pouzitim CPB dochazi ke snizeni poctu
monocytld a lymfocytu. U monocytl doslo k obnoveni populace do pUvodniho
predoperacniho stavu treti den po operaci. U lymfocytd byl od doby operace
zaznamenan pouze pozvolny narust, ktery se ale ani tfeti pooperac¢ni den nedostal
na pfedoperacni hodnoty.

Druha ¢&ast praktické Casti byla zaméfena na detekci produkce IFN-y
u zdravych dobrovolnikli, kde byla studovana funkéni kapacita bunék.
U izolovanych populaci monocytl, T-lymfocytd a leukocytl vykazovaly nejvy$Si
produkci IFN-y stimulované T-lymfocyty. Ke stimulaci ale dochazelo az pfi pouziti
kombinace nékolika stimulatorl (R848, anti-CD3 a IL-2), zatimco jednotlivé
stimulatory k produkci nevedly. U metody sekreCni eseje pfi detekci IFN-y
v heparinizované krvi stimulované R848 vykazovaly nejvysSi procentualni rozdil
v produkci IFN-y NK buriky. Tato metoda zaznamenala i vysoky procentualni

rozdil v produkci IFN-y u Tc lymfocytl po samostatném stimulu R848, coz



naznaCuje kooperaci bunék a potfebu vhodného cytokinového prostredi
potifebného pro aktivaci této subpopulace.

Jako nejvhodnéjsi metoda pro stanoveni IFN-y z hlediska Casového,
finan€niho i zplsobem provedeni byla vyhodnocena detekce pomoci lidskych
reportérovych bunék HEK transfekovanych receptorem pro IFN-y. PouZiti
jednoduché koncentracni kfivky z rekombinantniho IFN-y pak umoznuje
kvantifikaci vysledkd. Na rozdil od metod vyuzivajicich protilatky, jako je ELISA
nebo sekreCni esej, reporterové burnky vazou pfitomny protein ve funkéni formé
dimeru a nejsou zatizeny nespecifitou interakce, nefunkénimi nebo odliSné

glykosylovanymi formami IFN-y.
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