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1. GvoDp

Nemoci obihové soustavy, zejména ischemickd choroba srdedni a cévni
onemocnéni mozku, pfedstavujf vZdy zdsadni sniZeni kvality zdravi a jsou také nejastejsi
pitinou smrii ve viech evropskjch zemich (1). Patogeneze nemoci ob&hového systému
a srdce nebyta a2 do neddvné doby dévana do souvisiosti s funkcemi imunitniho systému.
Vsoudasné dobé je viak na mmnohé patofyziologické situace spojené s poruchami
kardiovaskularniho systému pohlizeno jako na zandtiivy proces, v ném2 velkou rofi hraje
nepochybné imunitni systém (1, 2). PfestoZe se nemoci obshového systému vyskytujf
v rilznych forméch, spoletnym jmenovatelem mnoha 2 nich, zejména tich nejéastjich
a nejzévaZndjdich (ischemick4 choroba srdeéni a cévni mozkové ptihoda), je aterosklerdza,
Chronicky z4nét hraje vyznamnou dlohu v patogenezi aterosklerdzy a ukazatele zénéty
Jsou povaioviny za rizikovy faktor pro vznik ischemické choroby srdeéni (3). Svidei pro
to pfitomnost zanétlivych bunék v podkozend arteridlni st&né, systémové projevy zénéty,
které pfedchazeji delsi dobu vemiku akuinich korondrnich syndromd, Zfastdisf vyskyt
nékterych chromiclych infekel soudasnd s aterosklerdzou i Zast#jdl vyskyt korondrni
ateroskler6zy u jedincil s geneticky determinovanym prozéndtovym fenotypem,

Projevy ischemické choroby srdedni lze priznivé ovlivoit fadou lékt
a minimalizovinim rizikovjch faktori vhodnou dpravou Zivotniho stylu. V pHpads
pacrentil s trombem, zplisobujicim uzavér lumen cévy, je konzervativnim terapeutickym
zakrokem trombolytick4 16ba popf. mechanickd reperfize pomoci perkutdnnich
kardiologickych intervenci, Léfebnym postupemn t3Zkych forem ischemické choroby
srdedni je chirurgickd [é¢ba v podobd premosténi ziZeného mista na venkité tepnd
provedenim tzv. bypassové operace (4).

Kardiochirurgické zékroky jsou vsouasnosti providiny dvéma odlinymi
zplsoby. Tradidnf kardiochirurgicky piistup pedstavujl operace na srdei, které je vytazeso
ztinnosti a jeho funkel prebird podpird zafizeni, které zajidtuje cirkulaci krve
v mimotéloira obéhu {cardiopulmonary bypass, CPB} a jeji okyslifeni v oxygentoru.
Novéjsim pistupem jsou kardiochinurgické operace, které jsou provadiny na bijicim srdei
(off-pump coronary artery bypass, OPCAB), které s minimélnim omezenim vykondvé své
fyziologické funkee (5). § cilem co nejéetragjtho pHstupu jsou do klinické praxe zavidény
i dal8 postupy, které eliminufi pegativai vliv mimotélndho obshy, manipulace

§ ascendentni aoriou a sternotomie. Patii mezi né zejména operace z miniinvazivniho



piistupu z mal¢ho fezu na hrudniku (minimally invasive direct coronary artery bypass,
MIDCAB) a pouZit{ miniinvazivniho mimotétniho obéhu (mini-CPB).

Kardiochirurgicks operace je mimotadné ndrofnym vykonem, ktery se promitne do
deregulace homeostdzy a vede k iniciaci zdndtové kaskddy. Kardiochirurgickd operace
pledstavuje pro-élovéka komplexni stresovou situaci, pfi kieré je narufena integrita tidni
rozséhlym chingickym vykonem a tkén jsou podkozeny hypotermii, hypoxif a sniZenou
krevni perfiizf (6). Nésledkem je masivni aktivace humordlnich a bunédnyeh slo¥ek
pfirozené imunity, ke které doch4zi jak expozici uvolngnym endogennim “pebezpednym
vzorim”, tak kontaktn{ aktivaci v podpiirnych plistrojich. Dalfimi imunomodulagnimi
faktory jsou aplikace krve a krevoich prepardtd, anestézie, pHpadné medikace, vietné
podant kortikoidd.

Reakcf na kardiochirurgickou operaci je komplexni zinétova odpovéd, ve které
schrfivd  nejvyzmamméj#i Glohu imunitni systém. Rozvoj zénétové  reakce
u kardiochirurgickych nemocnych md zajistit obranu pied infekénim agens endogenniho
i exogenniho plvodu, podilet se na efimiaci pofkozenyck vlastnich struktur
a v neposledni fadé se zGidastnit i procesu hojen! a reparace tkéni. Prospéing ndinky kazdé
zandtove reakee jsou viak neoddélitein® spojeny také s poSkozujicimi prvky (7). Zandtova
reskce provézejici kardiochirurgickou operaci nemé u vétdiny nemocnych bezprostiedni
ani dlouhodobé 1iéinky na zdravi pacientd. I pfes terapeutické zasahy plisobici preventivos
na rozvoj neZddoucl zan&tové reakes, stile zdstivd malé procento kardiochirurgickych
semocnjeh, u kteryeh dojde k deregulaci zin&lové reakei v takové mife, ze subklinicks
forma systémové zhndtové odpovédi (S8IRS) pFechézi v orgdnovou dysfunkei (MODS)
a fasto i k argénovému selhini (MOFS) s ndsledkem smrti (8). S cilem zabranit takovym
nefidoucim situacim jsou dlovhodobé hlediny optimélni operatni postupy a je
optimalizovéna podpora nemocnych v pribéhu operace i v pooperatnim obdobi. Na
zméndch parametrd imunitniho systému v pribéhu kardiochirurgické operace se podili
mnoho prom&nnych faktord, které zdsadnim zplsobem oviiviiuji vystednou zdnétovou
odpovéd. Rada kliickych studif dokumentuje zmény jednotlivich sloek pfirozend
{ adaptivef imusity. Dokumentovény jsou kvantitativni i kvalitativai zmény parametrti jak
bufikami zprostfedkované, tak humoralni imunity.

Z pohledu rozvoje zéndtové reakce pievladi nézor, 7 operace na tepajicim srdci
vede k men3{ systémové zanétoveé odpovidi (9, 10) a je tak pro nemocného vEtdinou méns
zatéZujlel. Jednoznadné ditkazy podporujici toto tvrzeni viak dosud nejsou k dispozici,



Je také potfeba ziskat ddaje zejména o imunitni odpovéd; pacientd, u kterych
dochézi krozvoji vainych, Zivot ohrofujicich pooperadnich komplikaci. Dflefitym
podkladem pro sprévné terapeutické zésahy je zhodnoceni stupné aktivace nebo suprese
imuuitﬁiho systému.

V rozsdhlych klinickych studiich byl ovéfen vyzpam mnohych ukazatell
imunitnfho systému, popisujicich zinétovou odpovéd, jako biemarkert s prediktivai vahou
urujici klinické komplikace aterosklerézy. Jsou Jimi zejména zvyfené hladiny
prozanétovych cytokind (IL-6, IL-1, IL-18, TNFc), latek uvolfiovanyceh degranulaci bunik
zépétu (myeloperoxidiza, metaloprotedzy), solubilni formy reguladnich membrinovych
molekul (sCD40L), solubilni formy adheznich moleku! leukocytl i endotelovych bungk
(sVCAM-1, P-selektin, E-selektin, [CAM-1), fibrinogen, & adipokiny nebo leptin (11, 12,
13), Nalezeni daidich parametrd imunitniho systému, na zdklads kterych by bylo moZno
provadét klinickd rozhodnuti, je pfedmétem vyzkumu fady experimentilnich i klinickych
studii.

Nejvyznamoéj§im zdrojem novych poznatkd o vemikue, prib&hu a ukoneni
24nélové reakee jsou experimentilnl in vitro & in vive studie. PH tichto studifch jsoun
vyuZivany pfesné definované experimentlni systémy - tkiftové kultury & zvitec! modely.
Jsou obvykle pouifviny peneticky pln¢ definované bunéné linie nebo - kmeny
experimentdlnich zvifat, Je moiné pfesné kvantifikovini i &asovéani vyvoldvajicich
podoétit. Nic z toho neni k dispozici v klinickych studiich. Zde se vidy jednd o geneticky
vysoce heterogenni skupiny jedincd, které se vyznadujf individudloim pritb&hem zingtové
reakce. Zoela neznamé je fasovini, kombinace a intenzita vyvolivajicich podnétd. Je
opakované prokézéno, Ze pfeved vysledkd studia zandty, zfskanych v in vitro &i in vivo
experimentech vyuZivajivich zvifeci modely do klinickych aplikaci, je mony pouze
nepfimo. Z téchto divedi je mimotddng Z4douci sledovat zénét v klinické situaci, na co
nejlépe definovaném modelu. Kardiochinurgicks operace mé v tomto ohledu mnaoho vihod.
Za nejvétdl je moZné povafovat znalost dasovani vychoziho inzultu, Rovnss noxy, kterd
provazeji  kardiochinurgickou operaci jsou podrobnd definovimy. Sohledem na
univerzalnost zandtové odpovedi lze vysledky ziskané v tomto modelu prendset i do jinych
klinickych situaci.



2. CiL PRACE

Piedklddanéd price je zaméfena na sledovéini dynamiky a istenzity produkce
vybranych parametr imunitniho systému v pritb8hu kardiochirurgické operace. Cllem
préce je zhodnotit vliv rozdflnych operadsibo piistupd na rozvoj zénétové odpovédi.

Studie je zamdfena na zhodnoceni vybranych pammetrd imunitnibe systému
v pritb&éhn kardiochirurgické operace a nédsledném tydennim pooperaénim cbdobi, Nami
ziskané vdaje by mély prohloubit soudasné poznatky o vlive komplexnf zit¥%e na imunitmi
systém s diirazem na ozfejménl Glohy aktivace sloZek phirozené imunity. Koneéné
zhodnoceni zdvislosti mezi parametry imunitnfho systému a klinickymi ukazateli
ziskanymi bZhem operace a v pooperadnim obdobi by moblo vést k nalezeni v klinicke
praxi rutinng pouZitelnych parametrd, které by predikovaly pecienty s abnormalnim
pritbéhem onemocnéni a umoZnily viéasné zahdjeni imunomodulaZni terapie.

Préce st klade za cil zejména:

L sledovat- vybrané parametry imunitniho systému u pacientd podstupujicich
kardiochirurgickou operaci v priibhu operace a nasledném pooperaénim obdobi

2. zhodnotit vliv pouZiti mimotélniho ob&hu na dynamiku a intenzitu zmén
parametrd imunitniho sysiému, a to zejména s ohledem na rozvoj zandtlivé
odpovédi

3. nalezeni parametrl, které by wrdily nemocné chroZenéd rozvojem neZidouci

imunopatologické reakce po kardiochirwrgické operaci



3. METODIKA
3.1. Soubor nemocnyeh (demografickd a klinickd data)

Soubor nemocnych zahrnutych do studie tvoli 40 pacientl, kterym byl popivé
proveden aortokorondrni  bypass, Nemocnf podstoupili konvendni myokardialni
revaskularizaci, bud’ s pouZitim kardiopulmondlniho bypassu, nebo byli operovési na
tepajicim srdei.

Ob# skupiny pacientd se statisticky neligily vékem, ani zastoupenim jednotlivych
pohlavi. Mezi cb&ma skupinami nebyl statisticky rozdil v po&tu provedenych anastomdz,
ani v hodnoté ejekéni frakce. Zikladni charakteristiky jednotlivych skupin pacientd uvidi
tabulka (Tab. 1).

Tab. 1: Charalderistika operovanych pacient

Operace Operace
s CPB bez CPB
Polet n =20 n=20
Pohtavi 59,1583 492,168
Priméry vék 6610 let 69+7 let
Ejekén{ frakce 65 % 65 %
Priimémy poéet anastoméoz 2 2

Ze studie byli vyfazeni pacienti léZeni protizinétlivymi pHpravky (steroidy nebo
NSAID), nemocni s hodnatou sérového kreatininu 2 130 pmol/l nebo poruchou jaternich
funkei, Zédny pacient netrpél malignim onemocndnim, ani nebyl ve stavu akutni infekce.

Studic byle schvélena Etickon komisi Lékafské fakulty Univerzity Karlovy
a Fakulini nemocnice v Hradei Krdlové. Kasdy pacient poskytl informovany souhlas se
svou (dast! ve studii.



3.2. Operaéni postupy

Operalni postupy a postupy vedeni mimotéiniho ob&hu byly obdobué pro viechny
pacienty. U viech pacientli byla vedena anestézie podie souasného protokolu pouZivaného
na Kardiochirurgické klinice FN v Hradci Kralové.

Pooperadni péte byla zajiffovana na JIP kardiochirurgické kliniky, ze které byli
pacienti v zavislosti na zdravotnim stavu pfeklddédni na standardni oddéleni. Vichni

pacienti prodé€lali nasledné zotaveni bez pooperadnich komplikaci.

3.3, Odbér vzorki

K analyze vybranych bundéaych a humordinich parametrii byly odebirdny vzorky
arteridlni a Zilnf krve.

Krevnl vzorky byly u kaZdého pacienta odebirany (1) pfi ivodu do anestézie, (2) po
ukonden{ operace, {3) prvni, (4) tfeti a (5) sedmy pooperaéni den z periferni Zily.
U pacientll operovanych s pouZitim mimotélaiho obghu byly pavic provedeny odbéry
vzorkdt v priib&hu operace: (1a) pred naloZenim svorky na aortu, (1b) po uvolnéni svorky
na aortu a {1c) po ukondeni mimotélniho obéhu (Tab. 2),

Tab. 2: Odbérové schéma v priibéhu operace a pooperainim obdobi

Operace s CPB Operace bez CPB

1 uved do anestézie 1 ivod do anestézie

la po naloZeni svorky na sortu

1b po sejmuti svorky z aorty

¢ po ukonéeni mimotEl, ob&hu

po ukondeni operace po ukondéeni operace

1. pooperaéni den 1. pooperadni den

3. pooperaéni den 3. pooperaéni den

(NI -R AV s
L] A W o

7. pooperaéni den 7. pooperaéni den




V priib&hu operace a prvol peoperadnl den byt provadén odbér centrdlnf #inf krve
z arteria pulmonalis & pravé sing, pfi dvodu do anestézie a nasledném pooperadnit
obdobi periferni venézn{ krev z antebrachidini Zily. Arteridlal krev (arteria radialis) byla
odebirdna dle moZnosti od iivodu do anestézie a% do prvnlho pooperatniho dne.

Odbér krve byl proveden do odbérovych zkumavek firmy Saarstedt (SRN).
V katdém odbérovém intervalu byl proveden odbér nesriZlivé heparinizovand krve pro
analyru bunéénych parametrd. Pro vySetfenl sérovych parametri byl odebrin vzorek
sraZlivé krve. Ta byla po koagulaci cenwifugovana a odebrané sérum bylo do doby
nasiednych analyz uloZeno v alikvotnich objemech pii - 40°C.

3.4. Stanoveni bunénych parametrd (pritokovi cytometrie)

Hedooceni  parametrl bunééné imunity bylo provedero imunofluorescenéni
analyzou pa pritokovém cylometru. Pritokové cytometrie (flow cylometry, FCM) je
metoda, kterd umoZiiuje simultdnn{ méFeni a soalyzu fyzikdinfch a chemickych vlastnosti
buiiky nebe jinych biologickych &istic béhem jejich prichodu laserovym paprskem.
Nejeast)i méfenymi parametry jsou rozptyl svétla v malém ihl, tzv. forward scatter (je
pfimo amémy velikosti édstic), rozptyl svétla v 90° dhlu, tzv, side scatter (je ovlivoén
graaularitou} a fluorescence riizné vinové délky.

Imunoftuorescencnf analyza byla providéna pemoci pritokového cytometru FACS
Calibur (Becton Dickinson, San Jose, USA) opatienym vzduchem chlazenym argonovym
laserem. K ovlddéni cytometru, akvizici, nchovavéni a nasledné analyze dat byl pougit
softwarovy program CELLQuest™ verze 3.3.

K detekei byla poutita dvoubarevnd analyza s vyusitim monokionéinich protilétek
proti povrchovym epitepiim, piimo kenjugevanych s FITC nebo PE (Beckman Coulter,
Serotec). Na zakladé stanoveni exprese vybranjch povrchovych znakdl byly detekovany
jednotlivé leukocytdrni subpopulace a hodnocena pritomnost povichovych aktivagnich
znakll souvisejicich s Sasnou a pozdni fizi zin¥ové reakce. Pomocf rmonoklondlnich
protilitek byla hodnocena exprese nasledujicieh povrchovych znakdi; CD3+ (Immunotech),
CD4+ (lmuuaotech), CD5+ (Immunotech), CDS+ (Immunotech), CDi8+ (Serotec),
CD19+ (Immunotech), CD56+ (Immunotech), TLRZ+ (Serotec), TLR4+ (Serotec), CD38+
{Serotec), CD64 2 CD163 (Leukoé4 kit, Trillium Diagnostics),
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Cytometrick analyza byla provedena ze vzorku plo¢ krve (vendzni i arterialni)
odebrané do heparinu (Saarstedi, SRN). Zpracovani vzorkl bylo provedeno ihned po
nabéru. Znaeni monoklonslnfmi protilatkami bylo provedeno standardamim postzpem:
25\ krve inkubovano s 3ul nefedéné protilétky pfi laboratorni teploi€ po dobu 20 minut.
Nésledovala E)iz;l erytrocytd (OptiLyseC Lysing Sclution, Beckman Coulter) a 1% promyti
ve fyziologickém roztoku (1200ot/8minut). Takto pfipravené vzorky byly nejpozdéji do
2 hodin po jejick zpracovén] apalyzoviny standardnim eplisobem pomoci prittokového
cytometru. Bylo analyzovdno vidy minimainé 5 000 leukocyti,

Scattegram FSC x SSC
= T . Leukogate CD45ICD14
i ) i menocyly
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Obr. 1: Scattegram perifernl krv Obr. 2: Leukogale pertfernl krve
Qdiidant lymfocytll a myaiodinich bundk na Oddélent populace lymincybl, monocyth a
ziklsdd odidné hodnaty parametrl FSC granulocytl na zakladé rozdili v expresi pan
(velikost) a SSC (granularita), leukocytami molekuly CD45 a melekuiy CD14

Pritckové cytometrickou analjzou byla hodnocena dynamika zmén jak
vrelativnim (%) a absolutnim {pocet bunsk/l) zastoupeni jednotlivych leukocytdrnich
populaci, tak v intenzité fluorescence hodnocenim indexu MF! (mean Auorescence index),
K detekei CIX64 a CD163 pozitivoich myeloidnich bungk byl pouZit komeréné dostupny
kit Leuko64 (Trillium Diagnostics, IQ Products, Nizozeml) vybaveny v]astmm
analyzaénim softwarem pro kvantifikaci dat,
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Stanoven! poétu leukocyth pro vyjddieni absolutnfho podtu bungk bylo provedenc
obarvenim leukocytlh fedicim Tirkovym roztokem s nidslednym mikroskopickym

zhodnocenim potitinim v Biirkerové komiree.

3.5, Stanovenf humorilnich parametri (ELISA, nefelometrie)

Vydettovand humordini parametry byly zjistovany ve vzorku nesriZlivé krve
odebirané do odbérovych zkumavek firmy Saarstedt (SRN). Krev byla koagulovéna a po
centrifugaci bylo sérum rozdéleno do alikvoti. Do doby analyzy byly vzorky skladoviny
pfi - 40°C. Vzorky byly zmraZeny a rozmraZeny pouze jednou.

Sérové hladiny vybranych cyiokind byly stanoveny komer¥né dostupnymi ELISA
kity. Vysledné hodnoty byly odedteny na spekirofotometru (Photometer Multiscan) pfi
vinové délce doporutené vyrobcem soupravy a analyzoviny softwarem Genesis.
C-reaktivni protein byl hodnocen imuncnefelometricky na anpalyzdtoru IMMAGE 800
(Beckman Coulter, USA). Hladiny PTX3 byly stanoveny za pomoci detekdniho setu
(Alexis, Switzerland) obsahujiciho vazebnou moncklonéni protildtiu PTX3 (700 ng/ml),
sekunddrni polykionalni protilatku PTX (25ng/ml} a rekombinantni lidsky standard PTX3.

3.6. Statistické hodroceni

Zmény bunétpych i sérovych parametrli a rozdily mezi obéma skupinami pacientd
byly statisticky vybodnoceny analywou variance a mnislednym mnohondsobnym
porovndnim. Viechny testy byly provadiny pH ¢=0,05. Statistické hodnoceni bylo
provedeno pemoci statistického softwaru Statistica 5.5 (StatSoft, USA).



4, SOUHRN VYSLEDKU

U jedootlivych skupin pacientd byla sledovina zména vybranych parametri
vzhledem k pfedoperacnim hodnotim. Rovoé? bylo provedeno vzajemné porovniani obou
skupin pacientﬁ:

Vdiisledku  kardiochirurgickych operaci dochizi  kvirazné leukocytéze,
maximalniko poétu leukocytd bylo dosaZeno u obou skupin pacientd prvni pooperacni den.
Niénist absolutntho podtu leukoocytd je zplisobovin zvydenym podilem neutrofilnich
granulocytd. Zvydené procestudlniho zastoupeni gmnu[c;cytﬁ bylo pozorovéno jiZ po
ukonceni operace, Statisticky vyznamné vy3iich hodnot retativniho podtu granulocytt byle
dosahovéno ve skuping pacientll operovanych s pouZitim CPB. Zmény relativaiho podtu
monocyth vykazovaly v celém sledovaném obdobi pouze minimalni zmény.

Jiz v priibéhu operace a zejména v pooperadni obdobi byia pozorovana vyznamni
leukopenie, & to zejmdna v subsety CD3+CD4+. Statisticky vyznamné vy$si pokles jak
celkového pottu lymfoecytd, tak vsubsetn CD3+CD4+ byl zaznamendn ve skuping
pacienth operovanych spoufitim CPB. Populace CDI19+ lymfocytth byla naopak
pooperatné signifikantng zvylend. Relativni poéet CD19+ lymfocytli byl vcelém
pooperaénim obdobi statisticky vyznamné vy38l ve skupiné pacientii operovanych s CPB.
V pribshu operace ai do prvnfho pooperalnibo byl zaznamendn postupny nériist
relativniho podty CD8-CDS56+ lymfocyti nésledovany opétovaym poklesem k vychozim
hodnotam,

Kardiochirurgické operace vedly ksignifikantnimu poklesu relativniho poétu
CDi8+ myeloidnich bunék v pribéhu operace a Zasném pooperaénim obdobi. Nebyly .
nalezeny statisticky vyznamné rozdily v expresi aktivatni molekuly CD18 mezi pacienty
operovanymi s CPB a operovanymi na tepajicim srdci.

Jak u pacientd operovanych s CPB, tak u pacientl operovanych na bijicim srdci
byle vporovnani s pfedoperainimi hodnotami pozorovine signifikantnE vyznamngé
zvyseni CD38+ myeloidsich bunék jiz v pritb8hu operace. Pouziti mimotélniho obéhu
vedlo k signifikantmé vy$$t expresi CD38 v pooperaénlm obdobi. Statisticky vyznamng
vy$#i podil CD38+ myeloidnich bunék u pacientt s CPB byl pozorovéna prvnf a sedmy
pooperaéni den.

Jak u pacientd operovanych s CPB, tak u pacientii operovanych na bijicim srdci
bylo vporovnan{ s pfedoperaénimi hodnotami pozorovano saffeni relativndho poétu
TLR-2+ i TLR4+ myeloidnich bun&k. Signifikantnd vyznamné sniZeni bylo zaznamendno
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jiZ v pribéhu operace. V pooperadnim obdobi byla zaznarnendna statisticky vyznamné
vy8st exprese TLR-2 i TLR-4 na myeloidnich buitkdch u obou skupin pacientd. Nebyly
nalezeny statisticky vyznamné rozdily v expresi ani TLR-2, ani TLR4 mezi pacienty
operovanymi s CPB a pacienty operovasymi na bijicim srdci.

Kardiochirurgické operace je provizena vyrmammnou dyoarnikou exprese
alaivatnich markeri CD64 & CD163. U oboy skupin pacientd dochdzi v pooperadnim
obdebi k signifikennimu zvyseni menccytamiho i granulocytdmfbo CD64 indexu,
pritemZ ndrist exprese CD64 na monocytech je fadove vy¥¥i a &asové pedchézi zvysené
expresi tohoto znaku na granulocytech. U obou skupin pacientd je v pooperadnim obdobi
pozorovan rovnéZ statisticky vyznamny nirlist hodnoty indexu CD163. Signifikantn{ vy3&i
hodnoty CD163 indexu u pacientll operovanych s pouzitim CPB v porovnani s pacienty
operovanymi na bijicim srdei byly zjistény prvei pooperadni den v monocytérni populaci.
Rozdily vexpresi povrchového antigens CD163 vpopulaci granulocytd jsou mezi
Jednotlivymi skupinami pacientd v celém siedovaném obdobi statisticky nevyznamné,
Hodnota CD163 indexu v populaci monocytd byla, stejng jako v pripads indexu CD64,
fadové vyssi, neZ hodnota tohoto indexy u granutooyts.

Sérovd bladiny IL-6 vykazovala vyraznou dynamiku v pribshu operace
1 nasledném pooperadairn obdobi, Proveden! kardiochirurgické operace vedlo k statisticky
vyznamnému zvyseni hladiny IL-6 u cbou skupin pacienti. Maximdlni produkoe IL-6 byla
u pacientd operovanych s pouzitim CPB nambfens po ukondeni operace, U pacientl
aperovanych bez CPB bylo vreholu dosaZeno aZ prvni pooperadni den. Bezprostiedn® po
operaci byla bladina IL.-6 vyznamné vy$§i v nemocnych s CPB. Za originilnf nilez lze
povaZovat skutenost, Ze v prvnim pooperaénim dou byla statisticky vyznames vy$sl
kiadina IL-6 prokdzdna naopak u nemocnych operovanych na bijicim srdei,

Provedeni kardiochinurgické operace vedlo u obou skupin pacientd k statisticky
vyznamnému nardstu hladiny 1L-10 jiZ v pribéiu operatnfho vykonu. Prokazali jsme
odlisnou dynemiku a vyzsamng zvydenou tyorbu protizanitového cytokimn IL-10
u pacientd operovanych s pouitim CPB. Maximéini hodnoty dosatené u pacientd s CPB
byly az Fdové vy33i nez u pacient’ operovanych na bijicim srdci.

Sérové bladiny cytokinu I-13 byly na hramici detekovatelnosti, nevykazuji
dasovou zdvislast a neodlizuji se mezi nemocnymi operovanymi s pouZitim a bez pouitf
CPB.



U obou skupin pacientd jsme prokézali signifikastni nariist sérové hladiny PTX3
s maximem dosafnym prvni pooperaéni den. U pacientll operovanych sCPB byla
v poravnani s pacienty operovanymi bez CPB zji§téna statisticky vyznamné vygii hladina
PTX3 po ukonéeni operace.

Vzadné-skupiné pacientll ngbyla zaznamendna zména hladiny CRP v prib&hu
operatnibe vykonu. K nardsm koncentrace dochdzi u obeu skupin pacientt az prvni
poaperaénl den. Porovadnim hodnot CRP v séru pacient operovanych s pouzitim CPB
a bez pouziti CPB neby] mezi ob&ma skupinami zji§tin statisticky vyznamny rozdfl.

V priibéhu operatniho vykonu a v bezprosti‘ednifn pooperadnim obdobi nebyla
zaznamenana signifikantni zména koncentrace Hsp60. V Z4dném ze sledovanych intervati
nebyl zjif¥n statisticky vyznamny rozdil v koncentraci Hsp60 mezi skupinou pacientt
operovanych s CPB nebo bez CPB. Vcelém sledovaném obdobi byly v porovndni
s pfedoperatnimi hodnotami pozorovény u obou skupin pacientl pouze minimalni zmény
koncentrace Hsp70. Vyjimkou byl odbér po ukenteni operace, kdy byla prokézana
statisticky vyzmamné vyS§i koncentrace Hsp70 u kardiochirurgickych pacienti
operovanych s poufitim CPB eproti pacientiim operovanych na bificim srdci.

Jak u pacientll operovanych s CPB, tak u pacientfi operovanych na bijicim srdci
byly pozorovény pooperatng zvyiend sérové hladiny LBP a sCD14, Nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily mezi pacienty operovanymi s CPB a pacienty operovanymi
na bijicim srdei,

Na zdklad& provedenych analyz nebyt u z4dného ze sledovanych parametrd zjistén
signifikantni rozdil mezi vzorky vendznf a arteridlni krve,



5. ZAVER

Cilem této dizertani price bylo zhodnoceni vlivu rozdilnych kardiochirurgickych
operafnich pfistupll na dynamiku # intenzitu zmén parametrd imunitutho systému,

Soubor nemocnych, zahrmutych do studie, tvotile 40 pacient, kterym byl poprvé
proveden sorlokoropdrni  bypass. Nemocni podstoupili konvenéni myokardilni
revaskularizaci, bud' s pouZitim mimotélnfho ob&hu nebo byli operovani na tepajicim srdci.
Obé skupiny pacientll se statisticiy neliZity vékem, ani zastoupenim jednotlivych pohlavi.
Mezi obéma skupinami nebyl statisticky rozdil v poétu provedenych anastoméz, ani
v bodnoté ejekéni frakee.

K analyze vybranych bunttnych a humoralnick parametrd byly odebirany vzorky
arteridlni a Zilni krve. Odbér vzorkd byl provadén jak v prib&hu operace, tak v nasledném
sedmidennim poopera¢nim obdobi. Hodnocen{ parametrfi bun&né imunity bylo provedeno
dvoubarevnou imunofluorescenéni analyzou pa pritokovém cylometru FACS Calibur
{Becton Dickinson, San Jose, USA). Sérové hladiny vybranjch cytokind byly stanoveny
komeréné dostupnymi ELISA kity.

[ pfes vSeobecné ptijimanou hypotézu, Ze operace spouZitim CPB jsou,
v porovndni s operacemi na bijicim srdci, spojeny s rozsahiejél aldivaci bunék imunitntho
systému, neprokézali jsme u vétiny bundinych parametri) statisticky vyznamny rozdil
mezi sledovanymi skupinami pacienti. Signifikantni rozdil mezi skupinami pacientd
operovanych s CPB a bez poutiti CPB byl zjidtén pouze v monocytdrni expresi aktivaéniho
znaku CD38 a vychytavac] molekuly CD163. Prokdzali jsme statisticky vyznamné vy$si
podil aktivovanych monocytd u pacientli operovanych s pouZitim CPB. U obou znaki byl
rozdil mezi skupinami pacientli pozorovin prvni pooperadni den, v ptipad# znaku CD38
také sedmy den po operaci. Rozdily v expresi dalfich sledovanych znaks, tj. CD18, TLR-2,
TLR-4 a CD64, byly mezi skupinou pacientd operovanjch s pougitim CPB a bez CPB
nesignifikantnl.

V pfipadé humordlnich parametrd byly rozdily mezi skupinami pacienti
pozoroviny mnohem Sastéji. V na$i studii jsme nalezhi vyznamny tozdil v tvorbé IL-6,
IL-10, PTX3 a Hsp70.

iz bezprostfedng po ukonleni operace jsme pozorovali signifikantnd vy§s
koncentrzce téchto parametrl u nemocnych operovanych s pouzitim CPB, Za originalni
nalez nadj price lze povaZovat skutednost, Ze bezprostfednd po operaci jsme prokazali

viznamné vy88 hladinu [L-6 u nemocnych operovanych s pougitim CPB, zatimco
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v dal¥im obdobi dochdz{ k dpinému piesmyku a v prvni pooperadn{ den je hiadina [L-6
signifikantng vy54{ u nemocnych operovanych bez pouzitl CPB.

Nade vysledky, které doklddaji rozdily v hladinich prozanétovych i protizdnstovych
cytokind mezi kardiochirurgickymi nemocnymi operovanymi s pouZitim a bez pouzitl
CPB, nelze je&noz:ua&ué interpretovat. S jistymi omezenimi ize oviem shroout, e
dynamika protiznélového cytokinu IL-10 zhruba kopiruje dynamikn tvorby
prozdnétovych cytokind (IL-6), nebo jejich produkci spife predchizi, Z nagick vysledkd
lze také implikovat, Ze IL-13 pravdépodobn# nls:sem’:iv;’:\l vyznamngj$i tlohu v pribshu
kardiochirurgické operace. Na ziklad® provedenych korelact lze rovnés konstatovat, ze
molekuly LBP a sCDI4 nepfisobl v kardiochirurgickych pacientd jako proteiny akutni
féze, Nade vysledky zdroveft potvrdily skutednost, e je dile2ité sledoval dynamiku tvorby

cytokind, nikoliv se zamé&fit pouze 1a jejich izolovand stanoveni.

Z nadich vysledkil by se dalo shmout, e sledované parametry prodélivaji bshem
operace vyznamné zmény a vykazuji obdobmou dynamilu u obou skupin pacieats.
U vétdiny siedovanych parametrl jsme prokdzali vyznamné zmény v prihdhu operace
i nasledném pooperatnim obdobi. Prokézali jsem, e kvantitativni i kvalitatived zmény
bunéinych a humordlnich parametrd, ke kterym dochdzi v riizném odstupu od zdkroky,
jsou odlifné u jeduotlivych skupin pacienti. Tento nilez dokazuje, Ze rozdflny

kardiochirurgicky ptistup vede k zésadng jinému prithéhu zindtové reakce.

Podrobna znalost kvalitativoich a kvantitativnich zm&n parametn zan&tové reakce
spolu s jejich dynamikou, ke které dochézi na zéklad odlidnych kardiochirurgickyeh '
postupd, a jejich podrobnou kerelaci s klinickymi perioperaénimi i pooperadnimi ukazateli .
by mohla vést k identifikovini specifickych markerd, jejich stedovani by mélo prediktivei
silu urgit rozvoj abnormdlni, deregulované zéndtové odpovédi v pooperaénim obdobi.
V kombinaci s rozditujici se znalosti geneticky podminénych odlifnosti, ideré urduji
paramelry zénétové reakce (polymorfismus v TLR a pod.), by tyto ukazatele mohly
napomoci i vybéru optimilniho kardiochinirgickdho postupu s co nejmendim dopadem ne

zdravi pacienta.



6. SUMMARY

Introduction

Cardiovascular diseases, expecially jschemic heari disease and vascular brain diseases
substantiatly impair quality of life of affected people and are the most frequent cause of both
morbidity and mortality in European countries,

The longterm chrooic inflammatory reaction has been reported to be implicated in the
pathogenesis of atherosclerosis. The presence of inflammatory markers detected in peripheral blood
are recognized as risk factors of a development of ischemic beart disease. There are overwhelming
¢vidences based both on the presence of inflammatory cells in the damaged arterial cell wall, and
systemic presentation of this inflammatory reaction which precede the onset of acute coronary
syndromes. Furthermere, there is an association of some chronic infections caused e.g. Chlamydia
species with more frequent incidence of coronary arteries atheroslerosis in patients with geneticatty
determined pro:nflammatory phenotypes.

The clinical presentation of ischemic heart disease is positively modulated by both
minimalisation of adverse effects of risk factors during life and by the administration of various
drugs. To recanalise coronary artery occluded by thrombus during acie coronary event either
thrombolytic therapy or invasive perculsncous cardiological interventions are highly effective.
Severe forms of ischemic heart disease are treated by cardiac surgery using sortocoronary bypass to
overpass stenosis of a coronary artery. Clessical approach to such cardiac surgeries is exploiting
cardiopuimonary bypass. Novel approach which is based on so called beating-heart surgery is
avoiding preinflammatory effect of cardiopulmonary bypass.

There is a substantizl complex disturbation of body integrity and homeostasis during
cardiac surgical operation and in the eerly postoperative period ultimating in the development of
severs and in some cases overwhelming inflarroatory response. Numerous so called “danger
patterns” of both endogenous and exogenous origin ere raised during cardiac surgery, Identification
of the danger pattern by the innate immunity via pattern recognition receptors are stimulating
iniracellular ectivation pathway, especially NFkB trapscription factor. The enhanced transeription
of many genes coding for factors regulating inflammatory respense is in the end of this highly
sophisticated cascade.

The spectrum of danger patterns, qualitative and quantitative parameters, and dynamics of
inflammation are different in patients operated either using cardiopulmonary bypass or surged on
the beating heart. Many doubts remain which surgical approach is superior concerning the outcome
of cardiac surgery. N is generally claimed that “beating-heart™ surpery is activating an
inflammatory response in a lesser magnitude compared to surgery using cardiopulmonary bypass.
To recancile this new data describing inflammatory response during cardiac surgical operations are
exagerately warranted. Amongst other, it is essential to ideatify parameters of immune system
which are displaying vot only proinflammatory activities but also regulatory (homeostatic) and
termination parameters of inflammatory reaction raised by cardiac surgical operation.

This thests is summarising the results of the complexe study focusing on the intensity and
dynamics of selected parameters of the irmmune system in the representative group of cardiac
surgica! patients operated either with or without the use of cardioputmonary bypass.

Patients and Methods

Forty patients referred to first-time coronary artery bypass grafting (CARG) were enrolied
in this study. Patients underwent ecither conventional myocardial revascularization with
cardiopulmonary bypass and cardioplegic arrest of the heart (“on-purp”, 0=20, 16 male, 4 females,
wean age 69£7) or bealing heart surgery (“off-pump”, n=20, 15 males, 5 females, mean ape
66110}, Patieats in both groups were comparable in age, preoperative left ventricular gjection



fraction {median 0.65 in “on-pump”, 0.65 in “off-pump” patients, respectively} and the aumber of
performed corenary anastomoses (median 2.0 in “on-pump”, 2.0 in “off-pump”, respectively).
Both venous blood (peripheral venous bloed from an antebrachial vein) and arterial blood wes
withdrawa. In “on-pump” patients, blood was withdrawn at (1) introduction to anaesthesia {in both
pgroups represcited the baseline or reference value for all parameters measured thereafter), (la)
before cross-clamping of the aorta, (1b) afier aortic cross-clamp release (lc) after termination of
CPB, (2) after-termination of the operation, (3) the first postoperative day, (4) the third
postoperative day and (5) the seventh postoperative day. Samples la, |b and lc were not available
in , off-pump™ patient for obvious reasons,

Serological parameters were quantitatively detected by commercially available ELISA kits.
Double immunofiuorescence standard whole blood staining method was used to determine surface
expression of selected markers. Measurements were performed using FACSCalibur flow cytometer
and data acquired by CellQuest software (BD} Bioseience, N, [JSA).

Statistical analysis was performed with Statistica 5.5 software (StatSoft, USA). Probability
values of < 0.05 were considered statistically significant.

Aim of the stud:

The aim of this thesis was to assess the changes of selected imunalogical
parameters in cardiac surgical patients who underwest coronary artery bypass grafting
(CABG) either using or avoiding cardiopulmonary bypass (CPB).

The principal aims of this study were:

1. to exploit eardiar surgical operations as 2 clinical suodel of an inflammatory response

2. to add new original data to reconcile which surgical approach, “on-pump” versus “off:

pump” is superior regarding development of inflammation in cardiac surgical patients

Results

In spite of nowadays generaily accepted hypothesis that “oo-pump™ surgery is associated
with more profound inflammatory response we did not find any statistically significant differences
between “on-pump” and “off-pump” cardiac patients in majority of cell-mediated parameters
tested, We only found significantly higher expression of scavenger CD163 receptor and activation
molecule CIX38 on monocytes in “on-pump” patients compared 1o “off-pump™ patients on the 1*
postoperative day. There were no significant differences in the expression of pattem recognition
receptors TLR-2 and TLR-4, CD64 high affinity receptor for IgG (FeyRl), and activated form of |
integrin B, chain CD18 recognized MEM-148 monoclonal antibody between “on-pump™ and “off-
pump” patients,

In the case of humeral immune parameters the significant differences between “on-pump™
and “off-pump” surgery were much more frequent. Such differences were found for the levels of
IL-6, I.-10 intereukins, long pentraxin PTX3 sns Hsp70 stress proteins, respectively. We found
significantly higher concentration of these parameters at the finishing of surgery. As original
finding it could be recognized the fact that the IL-6 concentration is significantly higher in “on-
pump” patients, whereas there is a total switch in IL-6 level at the 1* postoperative day being
significantly higher in “off-pump” patients,

Conclusion

Our results-documenting the differences between “on-pump” and “off-pump” patients have
not been equivocally interpreted. It could be summarized with some limitations the the dynamies of
an antiinflammatory (homeostatic) IL-10 is copying the dynamics of proinflammatory 1L-6
cytokine or is preceding 1L-6 production. It could be implicated from our results that the role of
IL-13 seems to be neglected in cardiac surgery. Based on the lack of correlation between the levels
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of sCD14 and LBP and IL-6, C-reactive protein and long pentraxin PTX3 concentration the former
parameters are not produced as acute phase proteins in cardiac surgery, It could be delineated from
our results that it is necessary to follow the dynamics of humoral parameters rather than sinple
point measurement.

iWe found significant changes of both bumoral and cellular parameters of the immune
systern which are different regarding timing and different surgical approaches. It could be
implicated from our findings that different cardiac surgical strategies are respousible for different
inflammatory responses during surgery and in the postoperative period.

Detaiied knowledge of changes of both qualitative and quantitative parameters of the
inflammatory response induced by cardiac surgical operation and their carefu! correlations with
perioperative and postoperative clinical parameters could ultimate into the identification of the
specific markers with a strong predictive value to identify the development of the deregulated
harmful inflammatory response associated with the poor outcome of patients.

These markers in combination with the knowledge of genetically delermined factor
influencing the characteristics of the inflammatory response (e.g. TLR polymorphism) could be
useful in the selection of the best individual cardiac surgery approach with the minimum of adverse
effects for the patients.
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