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1. CYTOKINY, REGULATORY SYSTEMOVE REAKCE ORGANIZMU

Existence eukaryotického organizmu vyzaduje soudrznost bunék a jejich vzajemnou
informa¢nich molekul,produkovanych jednou builkkou a rozpoznavanych specifickymi
receptory na jinych bunkdach, kde vyvolavaji ptislusnou odpoved’. Zvlastni pozornost v tomto
smyslu je vorganizmu vénovdna mezibunééné interakci a koordinaci v systému
imunokompetentnich bunék. Protektivni fyziologickd imunitni reakce vznika v odpovéd’ na
jakoukoliv Skodlivinu: at’ jde o antigeny zevni, nejcastéji mikrobidlni, nebo antigeny vnitini,
které predstavuji staré, poskozené ¢i mutované buiiky nebo soucasti tkani organizmu. Pfi
vyvoj a diferenciaci bunék imunitniho sytému a pfi imunitni nebo zanétlivé reakci spolu
jednotlivé prvky imunitniho systému komunikuji bud’ pfimym kontaktem, nebo
prostiednictvim skupiny mediator, souhrnné oznacovanych jako cytokiny, v koordinaci
s klasickymi hormony a hepatalnimi proteiny akutni faze (APP) (1,2,3,4).

Historie vyzkumu endogennich regulatorti syst¢émovém reakce se datuje od roku 1932,
kdy Rich a Lewis jako prvni popsali solubilni signdlni molekuly leukocyt. Prvnim popsanym
cytokinem se stal faktor inhibujici migraci monocytti, 12kD protein ze skupiny chemokind.
Od 60. let byly postupné izolovany latky, jejichZ produkce ¢asto nebyla omezena na jeden
organ ¢i jednu bunécnou populaci a jejichz pisobeni bylo zpravidla soustfedéno na nejblizsi
okoli (parakrinni pisobeni). Prvnimi takovymi latkami byly nékteré rastové faktory, naptiklad
epidermalni rastovy faktor (EGF) ¢i nervovy rastovy faktor (NGF). V téze dobé byla
identifikovana fada peptid produkovanych riznymi subpopulacemi lymfocytii (lymfokiny) a
monocytll (monokiny). V nésledujicim desetileti nastava rozvoj imunochemické analytiky a
nomeklatura cytokinii se sjednocuje(5,6,7). Od roku 1979 byla postupné identifikovana
primarni struktura rostouciho poctu téchto peptidovych makromolekul, které byly oznaceny
jako interleukiny a ¢islovany podle potfadi, v jakém byla jejich struktura poznana. Ukézalo se
ale, ze tyto ,lymfokiny* ¢i ,,monokiny* jsou casto produkovany i jinymi bunikami nez
lymfocyty ¢i monocyty (napiiklad fibroblasty, endotelidlnimi a epitelidlnimi bunkami). U
nékterych makromolekul byl z riznych ditvodu ponechan jejich tradi¢ni ndzev ( napiiklad
TNF-o (Tumor necrosis factor-o) ¢i TGF-B(tumor growing factor-f), interferony,CSF
(colony stimulating factor) aj.)

Tyto vSechny diivody vedly k zavedeni obecnéjsiho pojmu cytokiny,ktery integruje
Sirokou Skalu peptidi s pfevazné parakrinnym nebo autokrinnym plsobenim. Kromé
autokrinni a parakrinni pisobeni, n€které cytokiny (TNF,IL-1,IL-6) maji i endokrinni efekty,

¢ili mohou ovliviiovat vzdalené organy. Vedle interleukinil a dalSich lymfokini a monokina



zahrnuji cytokiny i nékteré vySe zminéné a nékteré novéji identifikované ristové faktory.
V posledni dobé se navic ukéazalo, ze i n¢které ,klasické* hormony (napiiklad ristovy hormon
a prolaktin) se mohou v urcitych situacich chovat jako cytokiny a Ze jejich receptory jsou
pfibuzné s receptory pro nckteré cytokiny. Hranice mezi klasickymi hormony a cytokiny je
tedy neostra.

Jednotlivé cytokiny mohou rozdilné uc¢inkovat na rizné bunééné typy a naopak rizné
cytokiny mohou ovliviiovat uréitou buiiku velmi podobnym zptisobem. Uéinek cytokini na
ur¢itou bunku mize byt rizny v zavislosti na stupni jeji zralosti a aktivacnim stavu. Cytokiny
mohou pulsobit vzijemné synergicky nebo antagonisticky, mohou indukovat nebo inhibovat
syntézu dalSich cytokinli. Mohou ptsobit lokdln€é nebo systémové v zavislosti na intenzité
produkce nebo utilizace. Ovlivnénim nejriiznéjSich organtt a tkani zajiStuji vzajemnou
spolupraci imunitniho sytému s dalSimi systémy organismu, pfedev§im hemokoagula¢nim,
nervovym a endokrinnim. Tim se podileji na fizeni kompletnich homeostatickych
mechanizmll. Pro tGzkou propojenost jejich vzdjemnych vazeb a interakci se Casto v této
souvislosti pouziva pojem cytokinova sit’ (cytokine network).

Prakticky vSechny builky imunitniho systému mohou produkovat cytokiny. Tedy
pfedevsim makrofagy, lymfocyty, monocyty, neutrofily, ale i buiikky endotelu, fibroblasty,
bunky hladké svaloviny, Kupferovy bunky (jaterni makrofagy), keratinocyty i dal$i buiiky (
tab. 1)

Tab.1 Produkce cytokini riiznymi druhy bunék



BUNKY

CYTOKINY

IMUNITNI SYSTEM
T lymfocyty
Thl
Th2

CTL

NK

B lymfocyty
Mikrofagy

Neutrofily

Zirné bunky
Eozinofily
Trombocyty

IL-1,2,9, IFNy, G-CSF,M-CSF,GM-CSF

1L-3,4,5,6,10,13,14, MIP-1a,, MIP-13, TNF,
LIF, OSM

TNF, LT, IFNy,IL-2

TNF, LT, IFNy,IL-3, G-CSF, M-CSF,GM-CSF
IL-1,5,6, LT, TNF, GM-CSF, IFNy, IFNa
IL-1a,1B,3,6,8,G-CSF,M-CSF,GM-CSF,IL-
IRA,IFNa, TNF, LIF, OSM, PDGF, MIF,
MCAF,bFGF,FAF,TGF,Thymozin-a.1,M-SF,G-
CSF, GM-CSF, B-endorfin,ACTH

IL-1a, 1Pa,3,6,8, G-CSF,M-CSF, GM-CSF,
IL-1RA, IFNa, GROa

IL-1,3,4,5,6,8,MIP-10,, MIP-1pB, TNF, GM-CSF
IL-3,5,6 TNF, MIP-1a, GM-CSF, TGFa, TGFpB

PDGF, TGF-B, EGF,IL-1,HGF, GROo,PD-
ECGF

ENDOKRINNI SYSTEM

Placentarni bunky

IL-1, 2, 6, IFNa, IFNB, TNF

Bunky adeno-hypofyzy IL-6, MIF
TNF
Oocyty IL-1, IL-6, M-CSF
Endotelialni buiky GM-CSF, IL-1, IL-6, PDGF
Svalové buiiky IL-1a, IL-1B, TNF
Fibroblasty bFGF, IL-6, IL-1B, G-CSF

Astrocyty

IL-1,TNF




1.1 Fyzické a chemické vlastnosti cytokinu, klasifikace cytokini

Cytokinové molekuly maji velmi riznorodou strukturu. Kromé secernované formy
jsou u nékteré cytokiny i ve vazbé na bunéénou membranu (CSF,TNFa), na mezibunéénou
hmotu (chemokiny), ¢imz je zajisténo jejich vyrazné lokalni pisobeni. Strukturalni klasifikace
cytokinll nejcastéji vychazi z jejich sekundarni struktury. Také sekundarni struktura je pro
biologicky ucinek cytokinl zfejmé urcujici (8,1,9).

Cytokiny maji pfedevs§im nizkou molekulovou hmotnost. Jsou sestaveny z 100 az 200
aminokyselinovych zbytkl, a to veetné signalni sekvence,ktera ovlivituje jejich sekreci do
extracelularniho milieu. Molekulovd hmotnost se pohybuje obvykle mezi 10000 a 20000.
Sestavaji z jednoho nebo dvou aminokyselinovych fetézci, vyjimkou je tumory nekrotizujici
faktor (TNF), ktery je trimer.VétSina cytokinii ma pomérné vysoky obsah struktury a-helixu
(40-60%, v ostatnich strukturalnich charakteristikdch se 1i$i. Vnitini stavba cytokini je urcena
disulfidovymi mistky a tyto kovalentni vazby vyrazné zvysuji stabilitu jejich molekuly. Ve
veétsing pripade jde o glykoproteiny obsahujici cukernou slozku vadzanou pfes N nebo O.
Glykosylace ovliviluje v mnoha smérech jejich biologickou aktivitu, u kazdého z cytokint
vsak je vliv glykosylace rozdilny. Pfes znacnou pleiomorfnost uc¢inkli cytokind Ize nalézt
nékteré spolecné rysy. Ve vSech piipadech se biologické aktivity cytokinli dosahuje jiz pti
velmi nizkych koncentracich, fadoveé v oblasti pmol na litr (4,11,13,34)

Dostate¢ny efekt tak nizké koncentracé je dosaZen interakci s receptory, které jsou
vazany na bunééné membrany a maji vysokou vazebnou afinitu. Rovnéz tyto receptory maji
glykoproteinovou strukturu, jejich molekulova hmotnost je vSak vyrazné¢ vysS$i nez
molekulova hmotnost cytokni a pohybuje se v oblasti 20000-50000.

Nazvoslovi cytokinli souvisi pfedevSim s historii jejich objevu, vétSinou s prvnim
popsanym funkénim projevem. Plati to napt. pro Interleukiny (IL), Faktory stimulujici riist
koloni (CSF), Interferony (IFN). Méné jsou pouzivana oznaceni cytokinli podle mista vzniku:
monokiny (monocyty), lymfokiny (lymfocyty), nebo neurokiny (neurony). Nazev chemokiny,
interkiny ¢i chemoatraktanty zahrnuje peptidy s chemotaktickym efektem na cilovou buiiku
(12,17,60,75)

Podle prevazujici funkce lze rozdélit cytokiny do nasledujicich skupin: cytokiny
podporujici zanétlivou reakci (prozanétlivé cytokiny: IL-1o/B, TNFa, IL-6 IL-8, IL-12),

véetné chemotaktickych faktorti (chemokintll), cytokiny s pfevazné inhibi¢nim uc¢inkem na

-----



s aktivitou riistovych faktorti hemopoetickych bunck (G-CSF, GM-CSF), cytokiny uplatiiujici
se v humoralni imunité, cytokiny uplatiiujici se v buné¢né imunité, cytokiny s antivirovym
ucinkem — interferony (INFa, B, v) (11,8), cytokiny jako modulatory lymfocytové funkce
(IL-2, IL-4).
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1.2 BIlizsi charakteristika zakladnich cytokini.

Interferony (INF) jsou glykoproteiny, poznané podstatné diive neZ vétSina cytokinil, a proto
jejich oznaceni zachoval prvotni podobu, piestoze je lze nazvat cytokiny. Interferony jsou
indukovany ve vSech eukaryotickych jadernych bunkédch po piisobeni riznych stimuld,
pfedev§im virem nebo 1 tzv. induktory interferonu (mitogeny, pyran kopolymer,
dvouvlaknovd RNA, syntetické polyribonukleotidy, nékteré nizkomolekularni molekuly
(tiloron)). Existuji 2 typy interferonu. Mezi interferony I. typu, které se vazi na spolecny
membranovy receptor, patii INF-o, INF-f a INF-. L. typ je primarn¢ indukovan virovym
nebo bakteridlnim inzultem. Mezi interferony II.. typu patii INF-y, ktery se vaze na odlisny
receptor a ma i nekteré zvlastni biologické vlastnosti (15,181). Interferony maji spolecné
antivirové, antiproliferativni a imunomodulaéni G¢inky.

Dnes se interferony pfipravuji rekombinantni technikou uméle a vyuzivaji se k lécbé
nc¢kterych onemocnéni. Jejich antivirovy efekt je vyuzivan v 1é€bé chronické, aktivni
hepatitidy B a C, antiproliferacni efekt se vyuziva u nékterych nadorii (nékteré formy
leukémii, Grawitziiv nador).

Interferon-a. (INF-a), leukocyty derivovany glykoprotein, je rozdélen do nékterych
podtypii, které se 1i8i sekvenci nékterych aminokyselin.Vice nez 20 genli je znamo které
koéduji IFN-a. Vazba INF-a s receptorem zpiisobi zvyseni produkce a vyplaveni rliznych
molekul (proteinkindzy, 2,5-oligodenylatsyntetazy,endoribonukleazy), které prostredku;ji
zménu stability m-RNA a degraduji RNA, dulezitou pro virové replikace. Kromé ucinkl
protivirovych ma IFN-a vyrazné u€inky protinadorové, coz se vysvétluje antiproliferativnym
plusobenim interferonti,. Které se projevuji jeho zdsahem do bunécného cyklu (blokéda
tranzitu G1-S), stimulaci bunééné diferenciace (ackoliv v 1é¢bé karcinomu ledvin a chronické
myelogenni leukémie byl zjiSt€n pouze okrajovy terapeuticky efekt), inhibici angiogeneze.
Imunomodulaéni efekt INF-a spocivéa v aktivaci makrofagt, které pak zvySuji fagocytarni a
bakterialni schopnost a efektivnéjsi pfekladani antigenti T-lymfocyttim. INF-a rovnéz zvySuje

vyrazné aktivitu NK-buné¢k, kterd ma vyznam pfi jejich cytotoxickém plsobeni na nadoroveé



zménéné bunky (a samoziejmé i virem infikované). INF-a zvySuje také expresi antigenti
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC I a II),nutnych pro indukci cytotoxické reakce.

Interferon-B  (INF-B), fibroblasty derivovany polypeptid, ma stejny pocet
aminokyselin jako INF-a. Vazba INF-f s bunénym receptorem zptsobuji nekteré odlisné
intracelularni reakce, vysvétlujici 1 ur€itou biologickou odliSnost. Vedle hlavnich
biologickych uc€inkli (protivirovy, protinddorovy, imunomodula¢ni), INF-B ma schopnost
potlacovat produkci INF-y a TNF, ¢imz se napfiklad vysvétluje ucinnost INF-f u
roztrousené sklerdzy, nebo vliv INF-B na zvySenou expresi hormonalnich receptorii na
bunkach karcinomu prsu, karcinomu endometria a karcinomu prostaty. Nepiimo tak potencuje
ucinek hormonalni 1é¢by téchto nadord.

Interferon-y se strukturdlnimi a biologickymi vlastnostmi podoba ostatnim interferontim, i
kdyz protivirovy Uc¢inek je méné vyjadien. Gen pro IFN-y je lokalizovan na 12. chromozomu.
Jako specificky Gc¢inek vyrazné stimuluje fagocytarni schopnost makrofagii. Ma synergicky
cytotoxicky ucinek s TNF. ZvySuje expresi HLA-DR a Fc-receptoru a tim ovliviluje
protilatkami zprostfedkovanou cytotoxicitu. Indukuje proliferaci a diferenciaci B bun¢k a Ig
sekreci. Bylo zji§téno, Ze INF-y zvySuje intracelularni akumulaci nékterych antibiotik a
potencuje tak jejich ucinek u nékterych infekci (naptiklad u infekci mykobakteriemi). INF-y
v zvitecich modelu ukazal pfiznivy terapeuticky efekt pii 1é¢bé revmatoidni a psoriatické
artritidy, herpetickych infekci a parazitarnich infekci (leischmaniasis, legionellosis,
schistosomiasis), hepatitidy B a C.

Hemopoetické cytokiny — nazyvané jako hemopoetické ristové faktory, nebo
kolonie stimulujici faktory (CSF), jsou glykoproteiny a maji kli¢ovou tulohu v regulaci
krvetvorby. Jejich komplexni sit’ udrzuje homeostatické podminky hemopoézy a soucasné
adaptuje hladiny cirkulujicich a novotvoficich se krevnich elementi podle aktualni situace
(60,40,74,121,183). Zakladni proinflamatorni cytokiny (IL-1, TNF, INFy ) bud” pfimym
pusobenim nebo utlumem syntézy erytropoetinu tlumi erytropoezu (anémie u chronickych
chorob).

Multi CSF (IL-3). Molekula IL-3 je tvofena 133 aminokyselinami. Je produkovan
zejména aktivovanymi T lymfocyty, ale také WEHI-3 melanocytovymi linii a aktivovanymi
NK bunikami, zirnymi buikami a epidurdlnimi bunikami. (120,125).Jeho gen se nachazi na
chromozomu 5 v tésné blizkosti genu pro GM-CSF. Vaze se na specifické receptory, které
jsou dvouslozkové. Podjednotka B je spole¢na pro IL-5 a GM-CSF. IL-3 stimuluje rust
bunéénych kolonii ¢asnych progenitorovych bunck (granulocyty, erytrocyty, megakaryocyty,



makrofagy). Ovliviluje syntézu a uvolilovani histaminu, pisobi degranulaci eozinofill a
zvySuje produkci leukotrienit v neutrofilech, stimuluje proliferace mastocytli, podporuje rust
lidskych T lymfocytt. IL-3 v kombinaci s IL-6 u ¢lovéka stimuluje trombopoézu. Na zakladé
toho poznatku se uvazuje o vyuziti IL-3 v 1écbé non-Hodgkinskych lymfomi a aplastické
anemie.

GM-CSF je glykoprotein stimulujici kolonie granulocytii a makrofagii. Po vazbé na
specificky membranovy receptor indikuje slozitou kaskadu nitrobunéénych déji, zahrnujicich
aktivaci a proliferaci. Zkracuje se zejména trvani S-faze bunécného cyklu. Proporce bunck
nachazejicich se v S-fazi se témét zdvojnasobuje. Receptory pro GM-CSF kromé
hemopoetickych butikach byly zjiStény i v endoteliich. Zda se, ze M-CSF tak mtze mit vliv i
na nékteré reparacni pochody, spojené s proliferaci endotelii pti neovaskularizaci (hojeni ran).

M-CSF je faktor stimulujici kolonie makrofag a je produkovdn monocyty,
makrofagy, endoteliemi a fibroblasty. Aktivuje jak vzestup poctu makrofagl, tak jejich
funk¢ni, predevsim protinddorovou ¢innost. Dale ma antiaterogenni ucinky, coz se vysvétluje
zvySenim produkce aktivatorii plazminogenu a uvolnénim cholesterolu z makrofagh ve sténé
cévni (pé€novych bunék). M-CSF je lokdln¢ produkovan bunkami délohy a vejcovodu pii
implantaci vajicka a ovliviiuje fertilitu.

G-CSF je glykoprotein stimulujici kolonie granulocytil. Stejné jako jiné hemopoetické
faktory se vaze na specifické membranové receptory, které byly zjiStény na bunkach
neutrofilnich granulocyti a na monocytech. Za fyziologickych okolnosti je produkovan
stromalnimi bufikami kostni diené, endoteliemi a fibroblasty. Jeho produkci stimuluje IL-1,
TNF a endotoxin, naopak supresivni €inek ma prostaglandin PGE2. G-CSF ptisobi vyrazny
vzestup poctu neutrofilnich prekurzort i zralych neutrofilu v krvi, zvySuje chemotaxi a
fagocytarni aktivitu leukocyti, dale zvySuje jejich cytotoxickou aktivitu zévislou na
protilatkach (ADCC) i schopnost nitrobunééného zabijeni fagocytovanych mikroorganizmi
(tzv. intracellular killing).

Erytropoetin (EPO) je hlavnim regulaénim faktorem erytropoézy. Je to
jednotetézcovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 30-34 kD. Mistem produkce EPO jsou
peritubuldrni bunky ledvin (80-90 %), castecné i Kupfferovy bunky v jatrech (10%).
Rozhodujicim podnétem pro tvorbu EPO je hypoxie. Produkce EPO ovliviiuji i nckteré
cytokiny (IL-1, zvlast¢ IL-1B, TNF-a, IFN-y). Specifické bunécné receptory pro EPO jsou
exprimovany pievazné na erytroidnich progenitorovych buiikach, na proerytroblastech a
bazofilnich erytroblastech. Po vazbé¢ s receptory EPO inhibuje apoptozu, stimuluje proliferaci

a vyzravani ¢ervenych krvinek.



Trombopoetin (TPO) je hlavnim regulatorem trombopoezy, obsahuje 332
aminokyselin a je siln€ glykosylovany protein. Mistem produkce TPO jsou jatra a
ledviny,také slezina a kostni dfei. Specifické receptory pro TPO (protoonkogen c-mpl) se
nachazeji na progenitorech megakaryocytl, na zralych megakaryocytech 1 na krevnich
destickach.

Prolaktin (PRL) je soucést neuroendokrinniho systému a ma vyznamnou ulohu
v regulaci imunitniho systému. PRL je syntetizovan v hypofyze, ale také T a B buitkami, NK
bunikami i1 buitkami karcinomu prsu. Monomericky prolaktin ma molekulovou vahu 25 kD.
Prolaktinové receptory jsou lokalizované v rtiznych organech a tkdnich (prsni Zlaza, jatra,
ledviny, nadledviny, ovaria, testes, prostata, hypotalamus, ostrivky pankreatu atd.). produkce
PRL se vyrazné zvySuje stimulaci estrogeny, melatoninem, hypoglykemii, chirurgickym

vykonem, INF-a.,f3,y. PRL je autokrinni aktivator NK bun¢k a zvySuje lymfoproliferaci.

Prokalcitoninu (PCT) byl objeven pted 25 lety jako prekursor kalcitoninu tvotfeny C
buiikkami S§titné Zzlazy a intracelularné formovany proteolytickym Stépenim do podoby
aktivniho hormonu. Zvlastni pozornost je vénovana PCT, ktery se jevi jako novy specificky
ukazatel bakteridlniho zanctu. Jeho fyziologickd uloha jako hormonélniho prekursoru byla
fadu let pokladana za vyfeSenou. U zdravych jedinci je prokalcitonin v plasmé
v neméfitelnych hladindch, vyssi koncentrace jsou zaznamenavany u meduldrnich karcinomu
Stitné zlazy nebo napt. u malobunéénych karcinomt plic. Od roku 1993, kdy byla poprvé
zjiSténa vysoka plasmaticka hladina tohoto proteinu u pacientl s bakteridlni infekci, si PCT
nasel vyznamné misto v diagnostice a diferencialni diagnostice zanétlivych stavl. Pres
intenzivni vyzkum ziistdva fada nejasnosti ohledné metabolismu tohoto "zanétlivého" PCT a

jeho fyziologického vyznamu.

V roce 1962 byl podan prvni nepfimy dikaz o existenci tfetiho kalciotropniho
hormonu, pozdgji nazvaného kalcitonin. Zdroj nového hormonu byl lokalizovan do Stitné
zlazy na zékladé pokusu, kdy byla $titna zlaza pokusnych psii promyvéana hyperkalcemickym
roztokem. Po této stimulaci doSlo k velmi rychlému poklesu kalcémie, ktery nebylo mozno

vysvétlit jen poklesem tvorby (tehdy jiz zndmého) parathormonu.

V roce 1975 byl objeven intraceldlarni prekursor kalcitoninu - preprokalcitonin a jeho §tépné

produkty véetné PCT (10). Struktura PCT byla zndma od roku 1981.

V roce 1983 PCT pronikl do diagnostiky, kdyz byl detekovan v séru krys s medularnim

karcinomem §titné zlazy a nasledné stejné vysledky ziskany i u pacientli s touto chorobou.
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Pozd¢ji byla prokazana i paraneoplasticka produkce PCT buitkami malobunééného karcinomu

plic a zvySené hladiny rovnéZ u pacientii s ARDS nebo u inhala¢nich intoxikaci (11).

VétSina studii, které se od roku 1991 snazily prokazat uc¢inek PCT na osteoklasty (podobné

jako je tomu u kalcitoninu), ptfinesla negativni vysledky.

V roce 1993 Assicot a dalsi (13) nalezli extrémné zvySené hodnoty plasmatického
PCT u septickych pacientli. O rok pozdé&ji byl za hlavniho stimulatora tvorby PCT béhem
zanétu oznacen bakteridlni lipopolysacharid, endotoxin. Plasmaticky PCT se béhem nékolika
nasledujicich let zacal uplatiovat v diagnostice akutnich stavii jako senzitivni a vysoce

selektivni ukazatel bakterialni infekce.

PCT je protein s fetézcem o 116 aminokyselinach a molekulovou hmotnosti 13 kD.
Struktura tetézce PCT detekovatelného v plasmé béhem zanétu je identickd se strukturou
diive zndmého PCT, ktery je prohormonem kalcitoninu a je tvofen C-bunikami §titné z1azy.

Sekvence pro kalcitonin v délce 32 aminokyselin je obsaZena na 60.-91. pozici fetézce PCT.

Produktem genu CALC-I, ktery odpovida za tvorbu PCT nejen v C buitikach §titné zlazy, ale
pravdépodobné¢ i za tvorbu PCT béhem zanétu, je 141 aminokyselinovy prekursor
preprokalcitonin. Signalni sekvence na N-konci svym hydrofobnim charakterem umoziuje
vazbu do endoplasmatického retikula, poté je endopeptiddzou odstranéna za vzniku PCT.
Intracelularné je PCT v C builkdch dale Stépen - je odstranén N-termindlni tsek a C-
termindlni fragment (katakalcin) za vzniku hormonu kalcitoninu. Kalcitonin je uvolnén do
ob¢hu az po dotvofeni sekundarni a tercidlni struktury. Mezi cysteinovymi zbytky na 1. a 7.
pozici se vytvaii disulfidicky mustek a na C konci se hydroxyluje prolin. Obé struktury, které
jsou nezbytné pro vazbu kalcitoninu na cilovy receptor, tedy nejsou obsazeny ve struktuie

PCT, ale az v jeho $t€pném produktu kalcitoninu.

Prakticky veskery PCT je v endoplasmatickém retikulu C bunék S§titné zlazy pfeménén v
kalcitonin, takze nedochazi k uvolnéni PCT do ob¢hu a jeho hladiny u zdravych jedinci jsou
pod limitem detekce. V plasmé pfitom neexistuji enzymy, které by cirkulujici PCT mohly
Sté€pit. Znamena to, ze pokud se PCT néjakym nezndmym mechanismem vyhne intracelularni
proteolyze a je secernovan do ob&hu, zlstava zde v nezménéné podobé s polocasem 25-30

hodin. Pfitom vlastni hormon kalcitonin mé plasmaticky polocas pouze 4-5 minut.

Gen pro prekursor kalcitoninu, oznacovany CALC-I, je u €lov€ka lokalizovan na kratkém
raménku 11. chromozomu. Gen obsahuje 6 exontl, z nichz ¢tvrty obsahuje sekvenci pro

kalcitonin, paty sekvenci pro kalcitonin gene related peptide I (CGRP-I) a Sesty je nekddujici.
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Sekvence pro CGRP-I je po transkripci genu z fetézce mRNA odstranéna; proteinovy fetézec
o 141 aminokyselindch a 16 kDa, ktery je produktem translace, tedy preprokalcitonin jiz

neobsahuje.

V sousedstvi genu CALC-I jsou umistény tfi dal$i znamé geny z "rodiny" kalcitoninovych
genll oznacované CALC-II az CALC-IV. Piedpoklada se jejich spole¢ny evolucni pivod
duplikaci a sekvenc¢ni divergenci z jednoho genu primordidlniho. Z gentt CALC-II az CALC-
IV pouze CALC II kdduje prohormon, ktery obsahuje kompletni sekvenci kalcitoninu. Ta je
ale pfi intracelularnim zpracovani odstranéna a vysledkem translace je molekula CGRP-II,
uplatiiujici se pfedevsim jako neurotransmiter. Gen CALC-III je pseudogen nekodujici zadny
protein. CALC-IV neobsahujici sekvenci kalcitoninu a koduje protein amylin - k expresi

dochazi pfedevsim v beta buiikdch Langerhansovych ostrivki.
Regulace tyreoidalniho a "zanétlivého" PCT se zasadné lisi.

C bunky $titné Zlazy reaguji na vzestup hladiny kalcia. V modulaci tvorby se uplatni 1 fada
dalsich faktorti. Jako stimuldtory tvorby kalcitoninu piisobi glukokortikoidy, CGRP,
glukagon, gastrin, beta-adrenergni podnéty aj. Somatostatin a vitamin D tvorbu kalcitoninu
inhibuji. Hyperkalcémie ani Zadny z dalSich uvedenych faktorti ale nema vliv na PCT, ktery je

uvolnovan do cirkulace pfi zanétu.

Tvorba PCT béhem zanétu je Gzce svazana s bakteridlnim endotoxinem a s prozanétlivymi
cytokiny; ukazuje to rychlost vzestupu PCT po injekci bakteridlniho endotoxinu nebo po
podani TNF. Bakteridlni endotoxin je nejsilngj$im stimuldtorem syntézy a uvolnéni PCT do
ob¢hu (14), pravdépodobné ale aktivuje jeho syntézu a uvolnéni do obéhu zprostfedkované

ptes skupinu cytokin.

Vzestup hladiny PCT po podani endotoxinu nastava az s Casovym odstupem po vzestupu TNF
a IL-6. TNF dosahuji vrcholu svych koncentraci 90, resp. 180 minut po podani endotoxinu v
experimentu. PCT reaguje teprve po 3-6 hodinach a tvorba vrcholi po 6-8 hodinach. Diky
dlouhému polocasu ale hladiny PCT kulminuji aZ mezi 12. a 48. hodinou. Podobny ¢asovy
sled zjistujeme 1 v klinickych situacich u pacientli s akutni bakterialni infekci. PCT stoupa
nékolik hodin po elevaci hladin TNF a IL-6, ale pfed vzestupem hladiny C reaktivniho

proteinu.

Vzestup hladiny PCT je moZno krom¢ endotoxinu navodit podanim TNF, IL-1, IL-2 a IL-6.
Mechanismus, kterym se cytokiny v tvorbé a sekreci PCT uplatni, neni znam. Na zakladé

znalosti procest, ke kterym dochazi v C bunkach pfti tvorbé kalcitoninu, se predpokladalo, ze
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cytokiny blokuji proteolytické st€peni PCT na kalcitonin v endoplasmatickém retikulu. Misto

vzniku plasmatického PCT je ale odlisné od kalcitoninu a moznosti regulace je daleko vice.

Na rozdil od cytokind, napf. TNF a IL-6, jejichz elevace v zéanétlivych situacich je
nespecificka vii€i typu zanétu, stoupa PCT s vysokou selektivitou u zanéti bakterialnich.

Uplatiiuji se tedy i dalsi, zatim nejasné mechanismy modulace syntézy a uvoliiovani PCT.

Nékolik let od prikazu PCT jako zanétlivého parametru jsou mechanismy regulace jeho

syntézy znamy jen neurcité a o mist¢ vzniku se spekuluje.

PCT detekovatelny v plasm€ béhem zanétu neni tvoien C-bunikami §titné Zlazy. Dynamika
zmén pii zanétu ma stejny charakter 1 u jedinct po tyreoidektomii. Je zndmo, Ze vSechny
proteiny piibuzné kalcitoninu (CGRP-I a II a amylin), odvozené ze spolecné rodiny gent
CALC-I az 1V, jsou exprimovany buiikami neuroektodermélniho piivodu. Tento pivod se
predpoklada i u ,,zanétlivého* PCT. I kdyz neni vylou€eno, Ze se rodina CALC gent jesté
rozroste o dalsi ¢leny, ma se za to, ze ,,zanétlivy*“ PCT je kodovan stejnym genem jako PCT
v C buikéch §titné Zlazy, tj. genem CALC-I. Na rozdil od C bun¢k ale v tomto piipadé

nedochézi k intracelularnimu proteolytickému rozstépeni prekursoru.

Za pravdépodobné misto vzniku PCT béhem zanétu jsou pokladany neuroendokrinni buiiky v

plicich nebo ve stievée.

Exprese mRNA pro PCT byla prokazana in vitro i v monocytech, stimulovanych endotoxinem
nebo prozanétlivymi cytokiny (15). Tvorba PCT v cirkulujicich krevnich elementech je ale
zpochybniovéna jinou studii: po podani endotoxinu dos$lo v izolované plné krvi k elevaci

prozanétlivych cytokinil ale nebyla zaznamenéana Z4dna produkce PCT (16).

EtaZzové odbéry z zilniho feCisté, provadéné u pacientd po kardiochirurgickém vykonu s
mimotélnim ob&hem, lokalizovaly zdroj PCT do hepatosplanchnické oblasti. Hladina PCT ve
vzorcich z jaternich zil byla signifikantné vyssi nez v ostatnich vzorcich (17 ). Sami autofi
piipousti, ze ziskané hodnoty mohou byt ovlivnény specifickou situaci vybraného souboru
pacientll - napf. ztratou mukozni stievni bariéry a prinikem endotoxinu do portalniho

systému.

Leptin. Leptin je proteinovy hormon. Je zapojeny do zpétnovazebné regulace udrzeni
télesné hmotnosti a energetické rovnovahy. Byl objeven receptor pro leptin, exprimovany

zejména v hypothalamu, ktery zprostfedkovava ftadu psychickych, endokrinnich a
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metabolickych zmén. Poslednich nékolik let se diskutuje 1 jeho uloha, kterou zaujima

v prabéhu reakce akutni faze.

Leptin je faktorem, ktery neni mozné jednozna¢né zatadit k hormoniim nebo k cytokintm.
Jako typicky hormon je dominantné exprimovan jednim typem bunck (i kdyz adipocyty
nejsou jedingm zdrojem leptinu) a pievazuje jeho endokrinni pusobeni. Rada dalsich
biochemickych a fyziologickych charakteristik ale opraviiuje zarazeni leptinu k zanétlivym

cytokiniim.

Leptin je strukturné, receptorové a evolucné blizky skupiné cytokinid skupiny IL-6..
Nejvyraznéjsi podobnost primarni struktury leptinu byla nalezena s G-CSF. V modelovych
ptikladech systémové zanétlivé reakce na pokusném zviteti, prokazala fada védct jak vzestup

plasmatické hladiny leptinu, tak i vzestup exprese mRNA pro leptin v adipocytech.

Interleukiny

Interleukin 1 (IL-1), nazyvany téz hemopoetin je souborné oznaceni pro skupinu
polypeptidovych cytokint,které hraji klicovou tlohu v regulaci imunitnich pochodii a
v zangtlivé odpoveédi. V soucasné dobé patii sem IL-1o,IL-1P a antagonista IL-1 receptori
(IL-1ra), ktery soutézi s IL-1 o vazbu na receptory, na rozdil od IL-1 vSak neaktivuje cilovou
buniku. Je pfirozenym inhibitorem IL-1 a reguluje jeho uG¢inky. Rodina IL-1 cytokind byla
podrobné popsana jako prvni (4,51,64,78,156). IL-1a a IL-1 jsou sice produkovany dvéma
riznymi geny, ale maji velmi podobné biologické Uc€inky, vcetné vazby na stejny typ
receptoru. Receptory existuji ve dvou typech, oznacovanych jako typ I a typ II, které se lisi
predevsim délkou cytoplazmatické ¢asti svého fetézce.

Hlavnim zdrojem IL-1 jsou monocyty a makrofagy. Dalsi bunky které mohou tvofit
tento cytokin jsou: Langerhansovy builkky, NK buiky, linie B bun€k, B lymfoblasty,
endotelidlni bunky, dendritické bunky, mesengidlni bunky, astrocyty, gliové burky,
neutrofily, fibroblasty, epitelidlni buniky atd. T CD4+ builky stimuluji tvorbu IL-1. Kazdy
bioaktivni ¢len rodiny IL-1 je syntetizovan jako proteinovy prekurzor. Prekurzor pro IL-1 (pro
IL-1a a IL-1B) ma identickou hmotnost 31kD. Zralé IL-1laa a IL-1 jsou oba polypeptidy
s molekulovou vahou 17kD. Mechanizmus sekrece IL-1 neni ziejmy ze struktury nativnich
bilkovin. Pfevlada nazor, Ze cirkulujici formy IL-1 mohou byt in vivo spiSe ukazatelem
zavaznosti bunééného poskozeni nebo lyzy nez endogenni sekrece. Oba druhy IL-1 se vazi

k jednomu ze dvou typtl receptorli na bunééném povrchu.
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Riizné biologické tcinky IL-1 jsou zprostfedkovany indukci nékterych genti a supresi
jinych. IL-1 je spojovan hlavné s indukei geni spojenych se zanétlivou reakei organizmu a
jinymi cytokiny, jako IL-6 a rodinou chemokinii. IL-1 ma supresni ti¢inek na geny pro sekreci
albuminu, lipoproteinové lipazy a cytochromtl.

IL-1 je rGstovym faktorem pro lymfocyty, fibroblasty, endotelie a synovialni
buiiky. Mé& vyznamnou roli pfi aktivaci T lymfocytd a oznacoval se proto jako LAF
(Lymfocyte activating factor), IL-1 indukuje IL-2 receptor a také expresi adhezivnich molekul
na buiikach endotelu. IL-1 stimuluje syntézu proteinti akutni faze v hepatocytech, stimuluje
proliferaci osteoklastli a zvySuje télesnou teplotu (endogenni pyrogen). IL-1 také zvySuje
syntézu kolagenazy, stromelysinu a prostaglandinu fibroblasty, moduluje reparativni funkce
v pribéhu tkanového poskozeni. Ugastni se na regulaci zanétlivych pochodt a soudi se, Zze ma
ulohu v patogenezi nékterych chronickych zanéti a autoimunnich onemocnéni. Podobné jako
TNF miZe mit IL-1 pfi rozdilnych koncentracich rozdilné G¢inky. Pfi nizsich hladindch IL-1
dochézi k proliferaci bunék CD4 + T a bunc¢k B. IL-1 Je pfirozené pyrogenni a startuje
syntézu proteinti akutni faze v jatrech. IL-1 také stimuluje produkci jinych cytokinovych

mediatort véetné IL-2, IL-6 a IL-8.

Interleukin 2 (IL-2) byl popséan v roce 1965 jako ,,T cell growth factor. IL-2 vznika
v aktivovanych Th lymfocytech, NK buiikach jako odpovéd’ na dva podnéty, které jim
pfedaly bunky fady monocytl a makrofagi. Je to predev§im IL-1 a antigen, prezentovany
spolu s molekulou hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC ¢i HLA). Studie Th+Th2
modelu ukazuji, Ze IL-4 a IL-10 vyrazné ovliviiuji sekreci IL-2. IL-4 také ovliviiuje expresi
IL-2 receptoru a fetézce a [ fetézce na T a NK buiikach. IL-2 hlavné podporuje rast T bunék
a tuto svou funkci plni jak autokrinnim tak parakrinnim ucinkem. IL-2 ma tumorocidni
aktivitu, aktivuje rist NK, LAK bun¢k a B bunék, zvySuje produkci imunoglobulint, INFy,
indukuje produkce IL-6 monocyty, moduluje expresi IL-2 receptoru a histaminové odpovédi
stimulovanych bazofili (35)

Zakladni podminkou mitogenniho, diferencia¢niho a aktiva¢niho u¢inka IL-2
je vazba na odpovidajici receptoru na povrchu buiky. Ten zprostfedkuje endocytozu
komplexu IL-2 a jeho receptor, ktery nasledné indukuje ptechod buiiky z faze G1 do faze S.
IL-2 déle stimuluje sekreci nékterych dalSich cytokint (IL-3, IL-5, GM-CSF), vcetné
cytokinil s protinadorovym u¢inkem (TNFa, INFy).
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Interleukin 4 (IL-4) byl popsan vroce 1982 Williamem Paulem. Jeho dfivéjsi
oznateni BCSF (B cel stimulatory factor) pochazi od jeho hlavni funkce: je ristovym
faktorem pro B lymfocyty. IL-4 je tvoifen komplexem glykoproteinu. Gen pro IL-4 je
lokalizovén na 5. chromozomu. IL-4, stejné jako IL-2 a INFy je produkovan malym poctem
bunéénych typl (48,54,154): TH2 aktivovanymi T bunkami, ale také CD8+ T bunkami .
Specifické receptory dilezité pro ucinek IL-4 jsou exprimovany na hematopoetickych
bunkach, véetné T a B bun€k, makrofagu a mastocytl. IL-4 plsobi indukce diferenciace
CD4+ T helper bunék do podoby Th2 bunck. V experimentu byl zjiStén vyrazny
protinadorovy Ucinek, zejména u adenikarcinomu ledviny a u maligniho melanomu. IL-4 dale
zvySuje produkci IgGl, IgE a sIgM B buiikami, potencuje aktivitu LAK bunék a
cytotoxickych lymfocytl a plisobi expresi hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC 1I),
reguluje expresi adheznich molekul na endotelidlni bufice, inhibuje uvoliiovadni mediatora
zanétu (TNFa, IL-1, PGE2) a rlst bunéénych kultur karcinomu prsu. Zatim neptfekonatelnym
problémem jsou jeho vedlejsi toxické ucinky, které vyuziti v terapii prakticky znemoziuji.

Interleukin 5 (IL-5) je dimer s molekulovou vahou 45 kD. Je produkovan Th2
lymfocyty a aktivovanymi Zirnymi buitkami (18,19). Jeho gen je lokalizovan na chromozomu
cell growth factor), stimuluje a diferencuje eozinofily (EDF-eozinophil differentiation factor),
cytotoxické T lymfocyty. IL-5 mé schopnost ptfesmérovat produkei protilatek z izotypu IgM
na izotyp IgA a zvySovat expresi receptoru pro IL-2. Reguluje vyvoj eozinofild, plsobi
degranulaci eozinofili v tkanich a témito aktivitami ma kliCovou ulohu v patogenezi
alergickych onemocnéni. Terapeutické vyuziti IL-5 je piedpokladano k ovlivnéni aktivity
eozinofild, napf. u schistosomiazy a predpoklada se zlepSeni prognozy pacientl s nadorovym
onemocnénim. Antagonizovani u€inku IL-5 miize byt vyuZito u hypereozinofilnich syndromi
vedoucich ke kardidlnimu poSkozeni, nebo ke zmenSeni poSkozeni respiracniho epitelu
v souvislosti s astmatem.

Interleukin 6 (IL-6) byl popsan vroce 1986 a patii mezi nejlepe prozkoumané a
popsané cytokiny. Obsahuje 184 aminokyselin s dvéma glykosylacnimi misty a Ctyfmi
cysteinovymi zbytky. Jeho molekulovd hmotnost je 26 kD a gen se nachazi na chromozomu 7
(23,24,25,26,27,28). Svou sekundarni strukturou se podoba erytropoetinu, G-CSF a nékterym
dal§im polypeptidim (onkostatinu M, LIF a IL-11). IL-6 pisobi stimulaci a diferenciaci
lymfocytl T 1 B. Nazyval se téZ BCSF (B cell stimulatory factor), nebot” indikuje diferenciaci
B lymfocytl a je jednim z klicovych faktorti produkce protilatek B bunikami. Je syntetizovan

mononuklearni fagocyty, B lymfocyty, endotelovymi bunikami, fibroblasty, Zirnymi buiikami
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a riznymi typy nadorovych bunék. Produkce IL-6 je stimulovan mitogeny a antigeny. Jednim
z nejvyznamnéjSich stimulacnich faktorh produkce IL-6  monocyty a fibroblasty je
lipopolysacharid. Tvorba IL-6 je stimulovana mnoha dal$imi interleukiny a cytokiny (IL-1,IL-
2,TNF), ale i viry v€etn¢ HIV.

IL-6 stimuluje tvorbu receptoru pro IL-2, jakoz i tvorbu a rhst T-bun¢k a jejich
diferenciaci, stimuluje hematopoézu, pravdépodobné v koordinaci sIL-3 a podili se na
stimulaci pluripotentni bunky, uvadi ji do cyklu a vytvaii podminky pro ucinnost dalsich
hemopoetickych faktort. Inhibuje proliferaci endotelovych bunék. Za patologickych okolnosti
se uplatituje jako autokrinni ristovy faktor u mnohocetného myelomu (proto se nazyva téz
HPGF-hybridoma plasmocytoma growth factor). Psobi téz aktivaci osteoklastli a podili se na

vzniku postmenopauzalni osteoporozy.

vvvvvv

v organizmu. ZvySuje produkci IgA, IgG a IgM, ale pfedevs§im produkeci bilkovin akutni faze,
zvlasté fibrinogenu, orosomukoidu a haptoglobinu, ale i CRP a dalSich. ZvySuje i produkci
superoxiddismutazy v jaternich bunkach. Koncentrace IL-6 se vyrazné zvySuje napi. u
pacientli v septickém Soku, predevSim u septického Soku vyvolaného gramnegativnimi
bakteriemi. IL-6 je v systémovém obéhu detektovetelny brzy po vzniku experimentalni
endotoxemie a maximum koncentrace nastdvad po 3 hodinach. Tento vrchol je predchazen
vzestupem TNF, ktery pravdépodobné v koordinaci sIL-1, vyvolava produkei IL-6. U
septickych pacientl byva nejvyssi koncentrace IL-6 nachazena v inicialni fazi septického
Soku (23, 29,30). Cirkulyjici hladiny IL-6 dobie koreluji s rozsahem tkanové poskozeni b&hem

operace. IL-6 nejenom indukuje aktivaci neutrofili ale v urcitych situacich také akceleruje jejich

rrrrr

stimulaci sekrece solubilniho receptoru TNF (sTNFr) a IL-1ra, ¢imz redukuje aktivitu TNF a IL-1(19).

Abnormalni syntéza IL-6 se pozoruje pii nékterych onemocnénich, napt. revmatoidni
artritid€, systémovém lupus erytematodes, AIDS, pfi nékterych malignich onemocnénich a pfi
akutni rejekci transplantétu.

Uvazuje se, ze lokalni exprese IL-6 pfispiva k hojeni rany (33).
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Obr. 1. Systémové efekty IL-6

Interleukin 7 (IL-7). Vroce 1988 byl oznaCovan jako ,Lymfopoetin-1“(LP-1).
Obsahuje 124 aminokyselinovych zbytkid a 25 signalnich peptidd o celkové molekulové vaze
14.5 KD. IL-7 je produkovan stromalnimi buiikami kostni dien¢ fibroblasty, endoteliemi a
thymem. Piasobi prostfednictvim vysokoafinitnich receptorti patficich do hematopoetinové
receptorové rodiny. IL-7 podporuje rist T bunc¢k a synergickym pilisobenim s faktorem
kmenovych bunék stimuluje ¢asnou proliferaci T bunéénych progenitoru. Nepiimo zvysuje
expresi IL-2 T buiikami (140). Podporuje rist prekurzord B bunck a tymocytid i bez
pfitomnosti podptrného vazivového tkaniva. IL-7 se podili na uvoliiovani IL-2 a byla
potvrzena jeho uloha pfi maturaci megakaryocytt. Indikuje tvorbu LAK bunék a stimuluje
vydej cytokint z monocytt (IL-1,IL-6, TNF-a). IL-7 téz plisobi jako autokrinni riistovy faktor
pro akutni lymfoblastovou leukémii a nékteré lymfomy. IL-7 mlZe mit vyznamnou roli v
terapii stavli imunodeficitu a adjuvantni imunoterapii zhoubnych nadorti. Bylo prokdzano, Ze
v ptitomnosti IL-7 se signifikantné zvySuje cytotoxickd aktivita CD8+ T bunék proti HIV-1
proteinu.

Interleukin 8 (IL-8) byl objeven jako hlavni chemotakticky faktor pro neutrofily.

Skupina IL-8 zahrnuje strukturalné homogenni cytokiny o malé molekuldrni vaze 6-8 kD. IL-
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8 patii do rodiny C-X-C chemokinii spole¢né s platelet factor 4, trombomodulinem, CTAP-
M1, Inflammatory peptide-10. Bylo popsano 14 strukturdlné¢ podobnych chemokint, v jejichz
molekule je témer 50% identickych sekvenci aminokyselin. Podle primarni struktury je
délime na a-chemokiny, které jsou relativné specifické pro neutrofily, a na B-chemokiny,
pusobici preferenéné na monocyty. IL-8 patii k a-chemokinlim. Oznaceni C-X-C znamena, ze
mezi dvéma cysteinovymi zbytky je vmezefen jiny aminokyselinovy zbytek, na rozdil od
rodiny C-C chemokinti (41,67). Gen IL-8 je na chromozomu 4 a kdéduje maly protein
obsahujici jen 79 aminokyselinovych jednotek. Produkuji ho zejména monocyty, makrofagy,
a trombocyty. Podnétem k produkei je piisobeni LPS cytokinil, predevsim TNF, IL-1 a IFN-y,
ne vSak IL-6. Plsobi prostfednictvim specifického receptoru, ktery se nachazi jen na
neutrofilech, a proto je IL-8 vyznamnym chemotaktickym a aktiva¢nim faktorem neutrofild.
IL-8 plsobi degranulaci neutrofilnich specifickych granul, za pfitomnosti cytochalasinu B
degranuluje azurifilni granula. IL-8 zvySuje expresi cytoadhezivnich molekul CD11/CD18.
Ma chemotakticky efekt pro T bun€k a eozinofily. IL-8 pusobi inhibici migrace a tim
nahromadéni fagocytujicich neutrofilli v zdnétlivém lozisku (32). Byl popsan jako podpiirny
faktor pro keratinocyty a mé autokrinni rastovy efekt pro buiky melanomu. Stimuluje
angiogenezi. Tyto aktivity ukazuji na vyznamné plsobeni ve zprostfedkovani zanétoveé
odpovédi. ZvySena hladina IL-8 byla prokdzana u mnoha zanétlivych onemocnéni spojenych
s akumulaci leukocytll (psoriasis, zanétlivd stievni onemocnéni, revmatoidni artritida,
cystickd fibroza, septicky Sok, ale také alkoholicka hepatitida). Podobn¢ jako IL-6 neni tento
cytokin toxicky pfi exogennim podani.

Interleukin 9 (IL-9) byl plGvodné identifikovdn u mysi jako rlstovy faktor pro
nékteré klony T lymfocytl. Je to glykoprotein o molekulové vaze 20-30 kD. Gen pro IL-9 je
na 5. chromozomu spolu s geny pro dal§imi cytokiny (IL-3, IL-4, GM-CSF a M-CSF). Je
uvolnovan z Th-lymfocyty pod vlivem IL-1. Receptor IL-9 je integralni membranovy protein
o molekulové vaze 64 kD (41,67,142) Plsobi zejména jako pomocny, kostimula¢ni faktor,
jinych cytokind v pribéhu vyvoje hematopoetickych bunék. Urychluje produkei
imunoglobulint E a G stimulovanou IL-4. Patologicky se muze patrné uplatnit jako autokrinni
stimulator proliferace hodgkinovych bunck. Potencidlni terapeutické vyuziti IL-9 bude
v souvislosti s jeho ptsobenim jako autokrinniho riistového faktoru T lymfocyti.

Interleukin (IL-10) byl prvné pojmenovan jako Cytokine synthesis inhibitory factor-
CSIF, ktery je produkovan klonem Th bunék. Inhibuje syntézu cytokint v jinych T helper
klonech (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF). IL-10 je imunosupresivnim
faktorem, ktery inhibuje nékteré Thl bunky (produkce- IL-2, IFN-y, TNF-f) ale i monocyty
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(IL-1, -2, -6, -8, -12) produkované cytokiny. Inhibuje téZ produkci reaktivniho kysliku
indukovanou IFN-y. Ma opacné postaveni v dosud uvedenych cytokinech (67,105,124,179).
Produkuji ho zejména Th2-lymfocyty a s mensi intenzitu i ThO-lymfocyty, ddle monocyty,
makrofagy, B-lymfocyty, Thl-lymfocyty, CTL a NK-buniky. IL-10 moduluje monocyto-
makrofagové funkce, suprimuje produkci prostaglandinu E2. M4 imunostimula¢ni u¢inky pro
mastocyty a expresi proteaz (synergicky s IL-3 a IL-4). Indukuje aktivovanéh B lymfocyty do
plazmatickych buné¢k a sekreci protilatek. Indukuje IgA syntézu v CD40 aktivovanych
bunkach.

Zkouma se vyuziti imunosupresivni aktivity IL-10 v transplantologii a léCeni
autoimunnich Thl chorob. Inhibice ptozanétlivych cytokinli by mohla byt vyuzita pii 1écbé
sepse a n€kterych dermatologickych onemocnéni. Opacné hypergamaglobulinemie spojena
s AIDS a B bunéénymi malignitami by mohla byt ovlivnéna terapii IL-10 antagonisty.

Interleukin 11 (IL-11) je pleiotropni cytokin, ktery je produkovan stromalnimi
bunikami a buitkami podplrného vazivového tkaniva v kostni dfeni. Je molekulové vahy 19
kD a jeho gen je na 19. chromozomu. IL-11 mé& vyznamnou ulohu v hematopoéze,
lymfopoéze, akutni zanétové odpoveédi a ve vyvoji adipocytl, neuronli a osteoklastil.
(133,159, 169). Ma nékteré biologické vlastnosti podobné IL-6 ale oba tyto citokiny maji
odlisné receptory. IL-11 piisobi na hemopoetické 1 nonhemopoetické bunécné populace.
Stejn¢ jako IL-1, IL-6, IL-12 a G-CSF ptisobi jako rustovy faktor pro blasty. Stimuluje
proliferaci progenitori megakaryocytové fady a proliferaci CD34+ progenitorovych bunék.
Stimuluje vyvoj T bunék zavislych na sekreci specifickych imunoglobulini B buiikami. IL-11
ma vliv na syntézu proteinli akutni faze v hepatocytech. Podporuje strukturdlni integritu
epitelu gastrointestindlniho traktu a vyznamné snizuje vyskyt mukozitidy po chemoterapii.
Inhibuje diferenciaci adipocyti. Mé& vyznam v I1é€bé trombocytopenie, neutropenie,
myelosuprese spojené s chemoterapii nadort a transplantaci kostni diené.

Interleukin 12 (IL-12) byl identifikovan v roce 1989 a je oznafovén téz jako CLMF
(cytotoxic lymphocyte maturation factor). Struktura molekuly IL-12 je mezi cytokiny
neobvykld, molekula tvofi heterodimer dvou glykoproteinovychietézci spojenych
disulfidovymi vazbami (150,151,160). Specifické bunétné receptory pro IL-12 maji dvé
odlisné subjednotky. Receptory jsou pravidelné exprimovany na NK bunkéch, zatimco na
neaktivnich T a B lymfocytech ani monocytech nalezeny nebyly. V piirodnich T a B
lymfocytech ani monocytech rovnéz nalezeny nebyly. V béznych podminkach jsou hlavnimi
producenty IL-12 B lymfocyty, NK buiiky a makrofagy. IL-12 je pleiotropni cytokin, ktery je

funkénim mostem mezi vrozenou rezistenci a specifickou imunitou. Je klicovym cytokinem
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pro diferenciaci Thl lymfocytii z progenitorovych bunék, ma synergické ucinky s IL-2 na
aktivaci cytotoxickych lymfocytlh a NK bunék. Byl zjiStén téz synergicky ucinek s IL-3 na
hemopoézu. IL-12 je ucinnym induktorem produkce IFN-y a inhibitorem angiogeneze.
Kromé toho IL-12 snizuje syntézu IgE lymfocyty, stimulovanou IL-4, indukuje odpovéd’ Thl
a inhibuje syntézu IL-4 Th buiikami.

Pti klinickych studii bylo nalezeno ze hladina IL-12 v seru je obvykle zvysSena u
pacientl s tuberkuldzou a s nékterymi typy karcinomil. IL-12 mé také vyznam pro imunitu
proti virovym nakazem. Podle dosavadnich pozorovani podavéani IL-12 nevyvolava toxické
reakce. Imunoneutralizace IL-12, ktery je vyplaven po operacich na stfevé v mysich, nejenom
zvySuje mortalitu ale zaroveii pfesméfuje produkci IL-12 a IFN-y na IL-10. (31)

Podle jedné studie produkce IL-12 monocyty je relativné sniZena pii postoperativnich
septickych stavech a pfitom suprese sekrece IL-12 predchazi zacatku postoperativniho sepse,
coz mize byt vyuzito pfi monitorovani pooperacni sepse. (34 )

Interleukin 13 (IL-13) je cytokin produkovany aktivovanymi T lymfocyty. Jeho gen
je lokalizovan na chromozomu 5 v blizkosti gent pro IL-3, IL-5, IL-9 a MG-CSF. V
monocytech a makrofazich inhibuje tvorbu prozanétlivych cytokind, a proto ho mizeme
povazovat za vyznamny endogenni protizanétlivy regulator podobné jako IL-10. V téchto
bunkach inhibuje 1 replikaci HIV-1, ¢imz se odliSuje od IL-3 a GM-CSF, které¢ replikaci
tohoto ptivodce AIDS naopak stimuluji. Kromé toho IL-13, podobné jako IL-4, stimuluje a
diferenciaci B lymfocytt (1, 41, 127)

Interleukin 14 (IL-14) ma synonymni oznaceni HMV-BCGF (high molekular weight
B cell growth factor). Indukuje proliferaci B lymfocytl, ale inhibuje jejich diferenciaci
v buiikky produkujici imunoglobuliny. Ma pravdépodobné dtlezitou ulohu v generaci a
udrzovani ,,paméti* B lymfocytd. Je produkovan aktivovanymi T lymfocyty a dendritickymi
bunkami lymfatickych wuzlin. Pfisuzuje se mu vyznam v patogenezi nékterych
lymfoproliferativnich onemocnéni (chronickd leukémie, Burkitiv tumor, trichocelularni
leukémie).

Inrerleukin 15 (IL-15) mé podobné biologické ucinky jako IL-2. Je tvofen prevazné
monocyty, fibrocyty a epitelidlnimi buitkami. Specificky receptor pro IL-15 (IL-15Ra) zatim
nalezen nebyl (1,69,83,104). IL-15 ale integruje s IL-2RP 1 IL-2Ry (podjednotka vy je ziejmé
nezbytna pro prenos signalu do bunky). IL-15 indukuje proliferaci a diferenciaci T-Ly,CD4+,
CD8+, LAK bunék. Aktivuje proliferaci B lymfocytl s indukci sekrece IgM, IgG, IgA.
Predpokladané terapeutické vyuziti je zejména v mozZnosti stimulace rstu kosterni svaloviny

pti svalovych atrofiich.
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Interleukin 16 (IL-16) byl nalezen v roce 1982. Je rustovy a chemotakticky faktor pro
CD4+ lymfocyty a proto byl pojmenovan téz jako LCF (lymfocyte chemoattractant factor). Je
kédovéan jedinym genem na chromozomu 15q a nijak nesousedi s jinymi geny pro cytokiny
(1, 104, 107). Jeho zdrojem jsou T lymfocyty (CD8+, CD4+), eozinofily a epitelové bunky
astmatikl. Specifickym receptorem pro IL-16 je molekula CD4. IL-16 zvySuje adhezi
eozinofild k proteinim mezibunééné hmoty a ovliviiuje expresi HLA-DR molekul monocyty.
Byly zjistény téZ jeho inhibi¢ni u€inky na replikaci viru HIV.Jak je zndmo HIV virus pouziva
vazbu CD4+ jako branu ke vstupu do buriky, terapeutickou snahou je podat cytokin tak brzy,
aby se navazal na CD4+ dfive nez virus a zabranil mu tak ve vstupu. Byl prokazan klinicky
efekt IL-16 pii bronchidlnim astmatu. K perspektivnim problémiim patii i tloha IL-16 pfi
tvorbé granulomat6znich zanétu.

Interleukin 17 (IL-17) byl identifikovan teprve v neddvné dobg, jako solubilni forma
koaktiva¢ni molekuly ze skupiny CTLA. IL-17 produkuji T lymfocy.

Tumory nekrotizujici factor (TNF) je produkovan aktivovanymi lymfocyty,
makrofagy, granulocyty, fibroblasty, NK buiikami a butikami riznych naddort. Ma dvé formy,
a a B, které soutézi ve vazb€ na spolecny specificky membranovy receptor a fadime je spolu s
CD30, CD40L a dal$imi jiz pfevazné membranovymi molekulami do rodiny tumory
nekrotizujiciho faktoru (TNF).

TNFa je polypeptid s molekulovou hmotnosti 17 kD, sestaveny ze 157 aminokyselin.
Gen pro jeho syntézu je lokalizovan na kratkém raménku 6. chromozomu. V obé¢hu se
vyskytuje ve formé trimetru, ktery reaguje s jednim nebo dvéma membranovymi receptory
(92,112,155,166). TNFP je zndm jako lymfotoxin (LT) nebo LT-a, primarné produkovany
aktivovanymi lymfocyty. Prvni zminky o TNF pochézeji z minulého stoleti a dotykaji se
fenoménu, ktery dal tomuto cytokinu nézev. Dr. Willam Goley, chirurg z New Y orku, popsal
hemoragickou nekrézu tumoru u pacienta ktery onemocnél interkurentni streprokokovou
infekeci.

TNFa, kachektin, je mediatorem z&nétlivé reakce, plisobi uvolnéni dalsich mediatora
(leukotrieni a PGE2), indukuje expresi n€kterych genii, méd cytotoxické ucinky a lokalné
pusobi nekrézu nadorovych bunék. Jednim z mechanizmii cytotoxického Gc¢inku muze byt i
tvorba kyslikovych radikald indukovand TNF. TNFa ma silny katabolicky uc¢inek a je
odpovédny za nadorovou kachexii. Inhibuje lipoproteinové lipazy a potlacuje diferenciaci
adipocytl. Pfisuzuje se mu role v patogenezi roztrouSené sklerézy a nékterych

autoimunitnich onemocnéni.
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TNFB, lymfotoxin, ma nékteré funkce podobné TNFa. Potencuje napt.expresi
cytokinii a adhezivnich molekul, stimuluje proliferaci a deferenciaci mnoha bunécénych typi
(lymfocytd, endotelii). Hlavn€ vSak ma cytotoxické a cytolytické ucinky. S TNFa soutézi ve
vazbé na spolecné membranové receptory, které se nachdzi na vétSiné¢ bunék, s vyjmkou
erytrocytu.

TNF zaujiméd zasadni roli v cytokinové kaskadé a vzestup jeho lokalni a plazmatické
hladiny pfedchazi detekovatelnym hladindm IL-1p a posléze IL-6 o n€kolik hodin. Syntéza
téchto cytokini je akcelerovana autoindukénim efektem i vzdjemnou stimulaci tvorby na
transkripéni 1 posttranskripéni rovni. TNF mitiZe plsobit v transmembranové bunécné vazané
podobg i1 v secernované podobé (polymorfismus).

Tento cytokin se vaze k nékterému ze dvou specifickych bunéénych receptorti a mize
vykazovat pfi rozdilnych koncentracich rizné uc¢inky. Pfi nizSich hladinach (10-9 mol/l)
aktivuje zanétlivé neutrofily a monocyty k niceni mikrobi, stimuluje T a B buniky a expresi
molekul hlavniho histokompatobolniho komplexu I tfidy. TNF dale stimuluje tvorbu dalSich
prozanétlivych cytokint (IL-1) a specializovanych cytokini (IL-6 a IL-8), zvySuje adhezivitu
endotelidlnich bunék pro leukocyty, a tim pfispiva k atrahovani téchto aktivovanych bunék do
mist zanétu a infekce. Tyto vlastnosti TNF podtrhuji vyznamnou tlohu tohoto cytokinu v
obran¢ organizmu a v nic¢eni mikrobt.

Tyto vlastnosti mohou rovnéz slouzit k rozpoznani a supresi nadorovych bunék jak
pfimou lyzou tumoru, tak i vyvoldnim trombo6zy v novée vytvotrenych cévach tumoru. Podnéty
které vedou k vétsi produkci TNF, mohou vést k dalsi celkové reakci, kterd je potencidlné
negativni. Je-li pfitomnost TNF ve tkanich nebo v obéhu zvySena, miize vyvolat nékteré
prospésné reakce, jako je zvySeni télesné teploty a produkce proteint akutni faze jatry. K
nepiiznivym systémovym ucinklim nadmérné aktivity TNF patfi stav ob¢hového selhani
vyvolany nékolika vlivy, k nimZ patii sniZzeni tonu hladkych svall cév, snizena kontraktilita
myokardu (35) a aktivace koagula¢ni kaskady spojend s intravaskuldrni trombo6zou. Zasadni
vyznam TNF pii systémovém zhorSovani stavu jedince pii tézké infekci byl prokazan
protektivnim u¢inkem protilatek proti TNF. V in vitro studiich je pozorovano ze TNF snizuje
depozice a organizace kolagenu v koznich ranéch v septickych podminkach (36).

Antagonisté receptoru a solubilni receptory cytokini

Fyziologické a patofyziologické ucinky cytokinl jsou zprostiedkovany vazbou na
receptory bunécného povrchu. Sekvenéni analyza cytokinovych receptort definuje nékteré
rodiny membranovych proteini se specifickou homologii funk¢éni domény. Receptoroveé

rodiny jsou popisovany nasledovné:
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a) imunoglobulinovéd superrodina je charakterizovana opakovanim Ig-like sekvence v
extracelularni doméné. Tvofi ji napf.:receptory interleukinu-1 (IL-1Rs), fibroblast
groth factor (FGFRs), platelet-derived growth factor (PDGF Rs).

b) Hematopoeticka (cytokinova) receptorova superrodina vyznacuje se stabilnim
cysteinovym zbytkem a charakteristickym opakovanim WSXWS. Tyto rodinu tvofi
napt.: erytropoetin receptor (EPOR), growth hormone recepor (LIFR), gp 130, IL-2R
B iy fetézec, IL-3R, IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-7R, IL-9R atd.

c) Treti rodinou je rodina tumor necrosis factor (TNF) /nerve growth factor (NGF)
receptoru. Zahrnuje asi 10 membranovych proteinli vyznacujicich se bohatym
cysteinovym opakovanim v extracelularnim regionu. Homologie v cysteinovych
extracelularnich zbytcich mezi ¢leny této rodiny je mezi 25%-30%.

Kromé toho, nékteré funkcni receptory jsou vytvofeny jen ve spojeni s vazebnou

podjednotkou spole¢nou pro néckolik receptor (51,66,80,162). Napiiklad vazebna

podjednotka proteinu gp 130 vytvari funkéni receptorovy komplex ve spojeni s IL-6R,

(LIFR), OSMR a IL-11R. Spole¢ny B-feté€zec tvoii funkéni komplex ve spojeni s IL-3R,

IL-5R a GM-CSFR. Spole¢ny y-fetézec tvori funkéni receptorovy komplex ve spojeni s

IL-2R,IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-13R a IL-15R (TAB 5).

Interleukin 1 receptor (IL-1R) a IL-1 receptorovy antagonista (IL-1ra).

IL-1 je t¢inny az po navazani na specificky receptor, ktery je strukturalné blizky IL-1a
a IL-1p. Pro IL-1 rozeznavame dva typy receptorti IL-1R - typ I a typ II. Receptor IL-1 typ I
je 80 kD protein tvofeny T bunikami a neutrofily. Typ I pfednostné a 1épe vaze IL-1a a typ II
1épe vaze IL-1B. Podle soucasnych poznatkl je pouze receptor typu I schopen pfenosu signalu
k tvorbé vSech biologickych efekti spojenych s IL-1. Je ptredpoklad, ze tulohou
membranového receptoru typu Il je vytvofit prekursor pro vazbu solubilniho receptoru IL-
I(sIL-R), ktera antagonizuje a moduluje aktivitu IL-1. Dosud byl sIL-1R typu I podavan
pouze zdravym dobrovolniklim spolu s endotoxinem. PfestoZe doslo k poklesu hladiny IL-1,
hemodynamické parametry, hotecka ani leukocyt6za nebyly 1éCbou ovlivnény. Soucasné
doslo ke zvyseni hladiny TNFa, coz dokazuje, Ze blokada jednoho prozanétlivého cytokinu je
kompenzovana up-regulaci jinych synergicky plsobicich faktorti. Odlisny typ ptirozeného
inhibitoru IL-1 aktivity je antagonista receptoru IL-1 (IL-1ra). Prvné byl izolovan z moci
pacientll s monocytarni leukemii. Je to glykoprotein, tvofeny 152 aminokyselinovymi zbytky.
Tato molekula vykazuje z 26% homlogii s IL-18 a 19% homologii s IL-1a. IL-1ra produkuji
monocyty, neutrofily, makrofdgy a fibroblasty. Experimentalné byla prokazana blokada

aktrivity IL-1 jeho receptorovym antagonistou in vitro i in vivo. U mys$i, kterym byl nejprve
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podan IL-1ra, byla pozorovéana signifikantné niz$i mortalita septockého Soku vzniklého po
vpraveni LPS parenteralné. IL-1f deficitni my$i reagovaly na podani endotoxinu normalni
zanétlivou odpovédi, ale pfi polytraumatu nerozvinuly odpovidajici reakci. Podani IL-1ra
zdravym osobam nevede k Zadnym laboratornim ani klinickym zménadm. Aplikace IL-1ra
dobrovolnikiim, kterym byl souc¢asné podan endotoxin Escherichia coli, sniZila leukocytézu,
ale neméla zadny vliv na hotecku a tachykardii (37)

Ukazuje se, ze IL-1B je nezbytny pro normalni prib&éh imunitni odpovédi. Podle
dosavadnich zjisténi je IL-1B nezbytny napt. i k pfeziti chiipkové infekce. V laboratornim
nalezu se deficit IL-1B projevi sniZzenou podkci protilatek, omezenou odpovédi
protizanétlivych cytokint (IL-4,L.-10) a nedostatecnou aktivitou T lumfocytd. Inhibicre IL-1
tak miiZe narusit pfirozenou obrannou odpvéd’ a zpUsobit u pacienta nezadouci imunosupresi.
Soucasné preklinické a klinické studie ovetuji vyuziti IL-1ra v 1écbé sepse, kachexie,
revmatoidni artritidy, chronické myeloidni leukemie a reakce St€pu proti hostiteli u
transplantace kostni dfen¢.

Interleukin 2 receptor (IL-2R)

Biologicka aktivita IL-2 je zprostfedkovdna vazbou na multimolekularni celularni
receptor. Tento receptor se sklada ze tfi glykoproteinovych fetézct, alfa fetézce (IL-2Ra),
beta fetézce (IL-2RP) a gama fetézce (IL-2Ry), jejichz spojenim vznikd vysoce afinitni
receptor. Tteti (y) podjednotku vyuzivaji i jiné cytokiny (IL-4, -7, -9, -13, -15). ZvySena
hladina IL-2Ra koreluje se zvySenim T a B bunécné aktivace. V mnoha studiich je
popisovana korelace hladiny solubilniho receptoru se zvySenim hladiny IL-2Ra a rejekci
darcovského organu.

Interleukin-6 receptor (IL-6R)

IL-6R byl izolovan a jeho molekulova struktura byla popsana v roce 1988. AZ v roce
1990 byla definovana hematopoetickd (cytokinovd) receptorova superrodina vyznacujici se
stabilnim a charakteristickym opakovanim 4 cysteinovych zbytkti na N konci: tryptofan-serin-
X-tryptofan-serin (WSXWS). Receptorovy komplex IL-6R se skladd z dvou membranovych
glykoproteinii. Prvni ¢ast je komponenta s nizkou afinitou vazby k IL-6 Druh4d komponenta
receptoru (protein gp 130) pfendSejici signdl nemd schopnost samostatné vazat IL-6. Obé
komponenty v komplexu tvoii vysoce afinitni receptor pro IL-6. Protein gp 130 mulze byt
exprimovan v kazdé tkani. Rizné hematopoetické, kardiotrofucké a neurotrofické cytokiny
(napt. IL-6, LIF, IL-11,CT-1) vyuzivaji gp 130 jako vazebnou kmponentu v receptorovém
komplexu. Solubilni forma IL-6sR byla popsdna v moc¢i zdravych dospélych jedinci, v

kulturach lidskych myelomovych bunék a u HIV pozitivnich jedinci.
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Solubilni receptory TNF (sTNFRI a sTNFRII)

Rekombinantni technikou pfipravené extracelularni c¢asti TNFa receptori (at’ uz
TNFRI-p55 nebo TNFRII-p75) fizovné do FGe domény imunogolobulinu G vazi s vysokou
afinitou cirkulujici TNFa (38). Molekuly TNFa se obvykle vyskytuji ve form¢ trimerti a
neutralizace alespon dvou jednotek je pfedpokladem deaktivace celého komplexu.

Neocekavané se ukdzalo, Ze u pacientl s grampozitivni sepsi vedlo podéani vysokych
davek TNFRII ke zvySeni mortality a toto bylo pfimo umérné déavce léku. U pacientl s
gramnegativni sepsi k tomuto jevu nedoslo, 28denni mortalita byla u 1é¢enych pacienti stejna
jako u kontrolni skupiny.

Autoprotilatky proti TNFRII:Fc se vytvofily u 15% pacientd, ale nevedly k Zadnym
nezéddoucim reakcim.

Vysledky tak potvrdily, Ze TNFa neni jenom inicialni faktor sepse a septického Soku,
ale 1 nezbytnym c¢lankem obranyschopnosti organizmu. Je zfejmé nezbytny k likvidaci
intracelularnich patogent (Listeria) a myko6z (Candida sp.) a tim k pfeziti abdominalni sepse.
Knokautovana mys s vyfazenou tvorbou TNFa se vyvijela normalng, ale méla snizenou
neutrofilni aktivitu, byla vysoce nachylnd k infekci Candida albicans a nebyla schopna
vypofadat se s infekci Listeria monocytogenes. TNFRI je nezbytny pro pieziti ve zvifecim
modelu sepse pfi peritonitidé. TNFa tvofeny mastocyty ma protektovni Gc€inek a je ziejmé
nutny pro zdarny pribéh peritonitidy.

1.3 CITOKINY V CHIRURGII
1.3.1 MOZNOSTI A PERSPEKTIVY TERAPEUTICKEHO PODANI CYTOKINU
V CHIRURGII

Protinadorové, protivirové, imunomodulac¢ni a dals§i fyziologické Ucinky cytokint
vedou v poslednich letech k jejich testovani k moznému klinickému uplatnéni jako novych
farmakologickych modalit. V soucasné dob& se vyhranily dvé hlavni indikacni skupiny
lécebniho uplatnéni cytokinti: 1. antitumorozni (resp. antiproliferativni léky — interferony,
interleukiny-2, -4, -5 a —6). 2. skupinu tvofi léky stimulujici hemopoézu ( kolonie stimulujici
faktory GM-CSF,G-CSF,IL-3). 3. perspektivni oblasti cytokinové terapie je mozné preruseni
nekontrolované systémové cytokinové kaskady zptisobené rozsdhlym tkdnovym traumatem,
infekcii, hypoxii atd. Dal$i moZnosti nabizi cytokiny v 1écbé virovych onemocnéni (hepatitis
B a C perspektivn€ i AIDS), vrozenych imunodeficienci, progresivni systémové sklerozy atd.

Soucasné znalosti tlohy cytokinl v patogenezi kritickych stavii a rostouci moZnosti

molekularni biologie a technologie postupné nabizeji moznost ovlivnit kritické stavy cilenou
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intervenci, zam¢fenou na jednotlivé stupné postagresivni kaskady (8,16,17,32,42,45). Pro
terapii septickych stavl stale plati a v nasledujicich letech bude platit zdsadni podminka, t.j.
vCasnd diagnostika a co nejrychlejsi sanace infekénich lozisek s naslednou komlexni terapii.
Pouze pii splnéni této podminky miize byt terapeutické ovlivnéni cytokinové kaskady pro
pacienta prospésné (41,70,81,130,141).

Pouziti v akutni medicing a terapii septickych stavi stale zistava ve fazi vyzkumu bez
SirSiho klinického uplatnéni.

Predpokladané vyuziti cytkinh v akutni mediciné se zkoumd v nasledujicich
oblastech: v diagnostice systémové zanétlivé odpovédi orgnizmu, pifi kontrole terapii a
prib&hu zanétlivé odpovédi, pfi monitorovani kriticky nemocnych, pfi terapeutického zasahu
do mediatorovych kaskadu.

Zvlast” pro chirurgii jsou zajimavé ndsledujici aplikace: 1. casnd diagnostika
pooperacnich zanétlivych komplikaci. 2. Diferencidlni diagnostika mezi zanétlivymi
onemocnénimi a horeckou jiného ptiivodu. 3.Monitorovani nékterych nespecifickych btisnich
symptomtl. 4. Monitorovani priab&hu léceni peritonitid. 5. Monitorovani kriticky nemocnych
na jednotkdch intenzivni péfe a Casny zachyt rozvoje zanétlivych komplikaci. 6. V
transplantacni chirurgii diagnostika akutni orgdnové rejekce. 7. UzZiti rekombinantniho

lidského erytropoetinu (rHUEPO) u pacientti s nizkym hematokritem.

Fyziologicky zaklad anticytokinové terapie v kritickych stavech

Rada pozorovani dokazuje, ze TNFa je rozhodujicim mediatorem septické reakce.
Experimentalni aplikace endotoxinu vede k uvolnéni TNFa z mikrofagh a neutrofili do
cirkulace. Terapeutické podani TNF onkologickym pacientim ve snaze vyuzit
antiproliferativni potencidl tohoto cztokinli je (v zavislosti na davce) doprovazeno
charakteristickou septickou symptomatologii zahrnujici pokles krevniho tlaku, konzumpci
koagulacnich faktorti a organovou dysfunkci. VySetieni septickych pacienti odhalilo, Ze
hladiny TNFa jsou zvysené po dobu nékolika dnti. Jejich pokles koreluje s ptezitim pacientl a
vysoké koncentrace naopak uzce koreluji se zavaznosti stavu. Ukazuje se ale, Ze i pouha
perzistence nizkych hladin TNFa zhorSuje prognozu septickych pacientt.

Recentné¢ prokazany polymorfizmus promotorového regionu TNFB a jeho
patogenetickd souvislost s rozsahem septické odpovédi predstavuje perspektivni screeningovy
faktor pro vybér vysoce rizikovych pacienti, napt. pred planovanym chirurgickym vykonem,

zatim ale nema praktické vyuziti. Totez plati i pro genovy polymorfizmus interleukinu (IL)-1,
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objeveny teprve v r. 2000. Intenzita IL-1 odpovédi, determinovana timto polymorfizmem, a s
ni souvisejici kachektizace se podle dosavadnich zjisténi odrazi ptredevSim v prognoze
onkologickych pacientd.

Nehled¢ na nepochybné genetické predispozice cytokinové odpovédi se ukazuje, Ze
TNF je dominantnim cytokinem casné faze zanétlivé odpovédi s vyraznymi systémovymi
efekty. Odpovida za spusténi cytokinové kaskady a indukci septickych symptomi. Prakticky
identické biologické vlastnosti (i pfes rozdilnou molekuldrni strukturu a receptorovou
specificitu) byly zjiStény u IL-1.

Utinky uvolnéného TNF jsou mediovany 55kDa 75kDa membranovymi receptory
(TNFRI a TNFRII). Transmemran6ézni komponenty téchto receptori jsou spontanné
uvoliovany do cirkulace. Bylo prokdzano, Ze tyto solubilni receptory TNF castené
vychytavaji a inaktivuji cirkulujici TNF. Pfedstavuji tak jednoduchou negativni zpé&tnou
vazbu, ktera limituje rozsah systémového plsobeni TNF. V piipad¢ IL-1beta se uplatiiuje
dalsi fyziologicky regula¢ni faktor, biologicky inaktivni kompetitivni receptorovy antagonista
IL-1(IL-1ra), soutézici s IL-1beta o vazbu na bunécny receptor.

Tyto a dal§i solubilni receptory, cytokinovy antagonista IL-lIra, cytokiny s
protizanétlivou aktivitou (IL-4, IL-10) a nékteré proteiny akutni faze (alfa,-makroglobulin)
tvofi zéklad syndromu kompenzaéni protizdnétlivé odpovédi (CARS, compensatory
antiinflammatory response syndrome), kontraregula¢niho, protizdnétlivého procesu v
cytokinové siti, indukovaného systémovou zanétlivou odpovédi a probihajici soucasné s nim.

Experimentalni studie na selektivni blokadu cytokinové aktivity v akutnich situacich
se soustfed’uji na dva mediatory, TNFalfa a IL-1. TNFalfa je inicialnim cytokinem v Casné
fazi septické reakce. AKtivity IL-1 a TNF-alfa v sepsi se do znacné miry ptekryvaji. Pokusy
blokovat IL-1 se ale zamétuji 1 na jiné, predevSim chronické stavy, ve kterych se patogenicky
uplatni jeho role faktoru ristového (akutni a chronickd myeloidni leukemie), prozanétlivého
(artritis,colitis  ulceroza, ateroskler6za) a apoptotického (destrukce beta-bunck
Langerhansovych ostravkit) (39).

Inhibice obou téchto cytokini je v experimentalni i klinické rovin€ testovana na
nékolika trovnich s vysledky velmi rozporuplnymi, které zatim neodpovidaji vynaloZenym
nakladim ani vkladdanym nadéjim. Zde zminime pouze ty anticytokinové postupy, které jsou
predmetem klinickych studii u septickych pacientt.

Strategie ovlivnéni TNF, resp. IL-1 a v Sir§im smyslu celého pribéhu systémové

zangtlivé odpovédi je orientovana nasledujicimi sméry: (tab 2).
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Tab. 2 MoZnosti terapeutického zasahu do septické kaskady

Zeméreni Terapeutické moZnosti Zaméreni | Terapeutické moZnosti
specificka eikosanoidy | inhibitory cyklooxygendzy
anticytokinova inhibitory lipooxygenazy
terapie antagonisté leukotreinil
TNF monoklonalni protilatky inhibitory TxA,

solubilni receptory sTNFR
IL-1 monoklondlni protilatky

solubilni receptory sIL-1R

IL-1 receptor. antagonista
IL-6 monoklonalni protilatky
IFN-y monoklondlni protilatky

solubilni receptory sIFNyR
inhibice inhibitory fosfodiesterazy Oxid inhibitory iNOS
syntézy pentoxifyllin dusnaty
cytokinil IL-4,IL-10,IL-13,TGFp
komplement monoklon. protilatky proti C5a | Eliminace plazmaferaza

inhibitor Cl-esterazy mediatort hemofiltrace

solubilni CR 1 adsorbce endotoxinu
PAF receptorovy antagonista PAF koagulacni | fada ptipravkl

kaskada

Pfedchazeni aktivace obrannych mechanizmi

Vedle Siroce pouzivané antibiotické terapie sem patii cilena 1écba proti bakteridlnim

produktim, pfedevS§im endotoxinu gramnegativnich bakterii (neutralizacni protilatky proti

endotoxinu, protilatky proti CDI14 receptorim na povrchu buné€k). Protilatky proti

cytokinovym receptorim se navazuji na cytokinovy receptor, zablokuji tak vazbu cytokin-

receptor a zabrani spuSténi nezddouci reakce plynouci z obsazeni receptori cytokiny. Prvni

vysledky studii pokladaji za vyznamné vytazeni receptoru CDI14 nejen proto, ze tim je

znemoznéna nadmérna reakce maktofagl. Ptozanétlivé cytokiny totiz mohou byt tvofeny i
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Jinymi buiikkami, které soucasné zvySuji expresi adheznich molekul- a to po stimulaci LPS,
navazanym na solubilni CD14 receptory pfitomné v plazmé.

Vysledky, které hodnoti nékteré studie, jsou velmi nad€jné. D. Leturcqua v USA
pouzival na opicich Macacus fascicularis monoklonalni protilatky 18E5 nebo 28C5 a pomoci
nich vyfazoval makrofagovy receptor CD14. 28C5 piisobi proti vazby receptoru CD14 na
komplex LPS-LBP, 18E12 neovliviiuje moznost vazby LPS-LBP na CD14, ale inhibuje
signaly vysilané z obsazen¢ho receptoru. Obé protilatky zabranily nebezpecnému poklesu
krevniho tlaku po iv. podani endotoxinu, hladina hlavnich prozanétlivych cytokini byla
snizend a nedoSlo k zvySeni permeability plicniho epitelu Studie, kterd probihala v SRN
v Birstelu, byla perspektivni, ale pfedfasnd z hlediska klinického pouziti (49). Blokada
endotoxinu jesté pred jeho interakci s leukocyty je bezesporu nejucinngjsi, pokud je podana
véas, pied iniciaci systémovych zanétlivych projevi. Na misté je tedy piedev§im preventivni
nasazeni u vysoce rizikovych pacientii. Teorie vyuziti protilatek proti LPS vychazi z
pfedpokladu, ze LPS nemiiZe na makrofagy piisobit ptfimo, ale az kdyz se v plazm¢& navaze na
zvlastni bilkovinu, LPS binding protein (LBP). Receptorem pro vznikly komplex ve sténé
makrofagt je molekula CD 14.

Tento postup je ale obhajovan i1 ve fazi rozvinutého septického Soku ve snaze omezit
dalsi aktivaci zanétlivych bun€k. Nevyhodou je pfili§ tzké zaméteni 1écby antiendotoxinova
terapie mize byt 1€innad pouze u gramnegativni bakteriémie. V praxi je ale obvykle nemozné
odhadnout identitu mikroorganizmu v dob€ zachyceni prvnich ptiznakd sepse. (40). Do
soucasné doby byla testovana celd fada preparatii v experimentu i v klinice (29,67,84).

Zaimavy piedstavitel monoklonalnich protilatek proti endotoxinu je HA-1A, ktery v
experimentu efektivné vyvazoval LPS v seru. Komplexy protilatka-LPS byly urychlené
vyluCovany ledvinami. V jedné multicentrické studii podle Zieglera, jednd davka
monoklondlni IgM (HA-1A) byla pouZzita v pacientech s gram negativni sepsi bez Soku k
derivaci endotoxinu E.coli. 49% pacientii zemielo ve skupiné 1é€enych placebo terapii, ve
srovnani s 30% mortalitou lécenych septickych pacienti. U pacientll s gram negativni sepsi a
pritomnym Sokem zemielo 57% pacientl 1é€enych placebem oproti 33% pacientll 1écenych
HA-1A. Ostatni studie ale nedopadly jednoznac¢né. Uvazuje se, Ze molekula lipidu A, ktery je
tvofen riznymi bakteriemi, neni zcela identickd a proto vazba protilatky nemusela byt ve
vSech ptipadech dostate¢né rozsahla a lécebné ucinna. Inaktivovany endotoxin, Tolerin-R, byl
zkouman po ozafeni a ukazalo se Ze kompetitivné inhibuje ¢innost LPS. Stejné schopnosti
jsou sledovany v dalSich testovanych latkach (antagonisté a inhibitori 5-lipoxigenazové cesty,

antagonisté leukotrienu, antagonisté cyklooxygenazové cesty, inhibitory tromboxanové
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syntézy, antagonisté tromboxanu...). BohuZzel zatim vlastné zadny 1écebny postup, ktery byl
zaloZen na soucasném chéapani patogeneze septického Soku, nepfinesl zietelny 1é€ebny uspéch
v klinice a shrnuti v§ech dosud provazenych 1é€ebnich metod zaméfenych na modulaci t€inkt

cytokinii by bylo zatim predcasné.

Inhibice mediatoru zanétu

Klinicky jsou v pfipadé TNFalfa testovany piedevSim dva postupy: 1) blokada
cirkulujiciho TNF monoklondlnimi protildtkami, 2) kompetitivni antagonismus TNF aplikaci
syntetickych solubilnich TNF receptorti. Jako nedostate¢ny se zatim ukazuje princip inhibice
tvorby TNF nizkomolekuldrnimi latkami, napt. indometacinem (41) nebo pirfenidonem (42).
V piipadé IL-1beta vedle aplikace neutralizacnich protilatek proti IL-1beta pfichdzi v avahu
podani receptorového antagonisty IL-1ra (37). Dosavadni ne pfili§ povzbudivé vysledky

preklinickych studii shrnuje tabulka 3.:

Tab. 3 Vysledky anticytokinovych postupii pfi sepsi v preklinickych studiich

Aplikace Laboratorni zmény | Klinicky vysledek 28denni mortalita
antiTNFa AB pokles TNFa uprava TK neivlivnéna
antiTNFa AB pokles IL-6 Zadny neovlivnéna
fragment
sTNFRII pokles TNFa, IL-1pB, | hemodynamicka -pokles celkové
IL-6, IL-8, IL-1ra stabilizace mortality
-zvyseni mortality na
G+ infekce
IL-1ra pokles IL-6 hemodynamicka neovlivnéna
stabilizace
sIL-1R pokles IL-1B, | -—--- neovlivnéna

vzestup TNFa

Upraveno podle Caina, B.S. et al (207)
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Solubilni cytokinové recetory, které byly dosud popsany (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 a
TNFa) jsou proteinové povahy a maji schopnost se navazat na cytokiny pfitomné v ob&hu
(nikoli navazané na receptory na cilovych butikach). Vyznam téchto endogennich latek nebyl
dosud zcela jednoznacné definovan a nebyly také dosud terapeuticky uzity (63,69).

Antagonisté receptort jsou molekuly podobné cytokinim. Tyto antagonisté se vazou
na cytokinovy receptor bez vyvoldni odpovédi. Dosud je popsan pouze receptorovy
antagonista pro IL-1. IL-1ra o molekulové vaze 17-22 kilodaltonu je pfirodni lidsky protein
produktovany makrofagy jako odpovéd’ na endotoxin a jiné¢ mikrobidlni produkty. IL-1ra ma
stejnou afinitu k IL-1r jako IL-la a IL-1B. Bylo prokazéno ve zvifecim modelu sniZeni
sttedniho arterialniho tlaku (MAP). Po experimentdlni endotoxemii se koncentrace IL-1ra
zvySuje paralelné¢ se zvySenim IL-1B koncentraci (72). Terapeuticky dosud rovnéz nebyly
uzity.

Ukézalo se, Ze urcit terapeutickou troven inhibice kaskad je slozité, vSechny se totiz
nezbytné zucastni na neruSeném pribéhu piirozené obrany proti infekci. Terapeuticky zasah

proti cytokiniim nad potiebnou miru paradoxné naopak vysledky vyrazné zhorsuje.

Protilatky proti TNFa (anti TNFa Ab)

Testovani protilatek proti cytokinim se zaméfilo na TNFo v soucasné dobé
povazovany pro vznik sepse za nejdulezitéj$i cytokin. Prvni studie, ktera hodnotila efekt
antiTNFalfa Ab v rozvoji sepse, probihala v roce 1989. U vSech 14 pacientt byla prokézana
pritomnost endotoxinu v krvi, zatimco detekovatelnou hladinu TNFa méli pouze 2 pacienti.
Infuze s monoklonalnimi protildtkami proti TNFa vedla k normalizaci krevniho tlaku, snizeni
tachykardie a neméla vyraznéjsi ucinky. Veskeré pozitivni efekty byly ale pouze pfechodné,
ustupujici po ukonceni infuze. Navic se ukdzalo, Ze pti pouziti nehumannich antiTNFa Ab si
vétSina pacientli vytvofila protilatky proti tomuto léku. Jaky maji tyto autoprotilatky vliv na
ucinnost lécby, tj. do jaké miry deaktivuji podany preparat, neni dosud jasné.

Od roku 1991 do roku 1993 probihala velka multicentrickd srudie INTERSEPT, ktera
méla ovetit u¢innost monoklonalni protilatky proti TNFa RAYx1351.Vysledky vSak nebyly
povzbudivé. Ani paralelné probihajici americkd studie NORASEPT, pouzivajici stejnou
monoklondlni protilatku, nezjistila zadny lécebny efekt u pacienti se sepsi bez Soku (62,63).

Zadna z dosavadnich studii, atuz byly antiTNFa Ab podavany v kontinudlni infuzi
nebo jako bolus, neprokazala snizeni 28denni mortality, pfestoze v laboratornim néalezu doslo
k signifikantnimu poklesu hladin TNFa , IL-1p a IL-6. Pokud ale srovnavame pouze pacienty,

kteti prezili, pak podéani anti TNFa Ab zietelné¢ zpomalilo rozvoj sepse a omezilo organové
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selhdni proti kontrolni skupiné dostavajici placebo. Pro¢ se tyto pozitivni zmény nepromitly
do 28denniho ptezivani, ziistavd zahadou. Studie nicmén¢ prokdazaly, ze 1écba je bezpecna a 1
kdyz nezlepsi prodnozu, mize piechodné zlepSit hemodynamické parametry pacienta (44).
Alternativou podani antiTNFa Ab je lécba MAK 195F, F(ab'y.-fragmentem
imunoglobulinu G proti lidskému TNFa. MAK 195F je vysoce druhové specificky pro TNFa
primati a lidi. Vyhodou MAK 195F proti kompletni molekule anti TNFa Ab je mensi
antigenicita a lep$i prinik malé molekuly do tkani. Skute¢né nebyla prokdzana tvorba
autoprotilatek proti této latce. Infuzni nebo bolusova lécba byla dobie tolerovana, bez
vedlejsich efektli. V laboratornim spektru doslo béhem 1. dne 1é€by k signifikantnimu poklesu

hladiny IL-6, opét ale bez sniZeni 28denni mortality.

1.3.2 CYTOKINY V ONKOCHIRURGII

Vyuziti cytokinii v 1é€bé zhoubnych onemocnéni piedstavuje perspektivni a nadéjny
smér v onkologii. To je umoznéno nejen podrobnéjSim poznanim funkei cytokind, jako
madiatorl v mezibunécné komunikaci, ale i vytvoreni "Cistych" cytokinti cestou genetickych
manipulaci. Cytokiny mieme rozdélit do dvou skupin: 1. Hematopoetické ristové faktory s
ochrannym u¢inkem na kostni dfenn a 2. protinadorové cytokiny s myelosupresivnim a
cytotoxickym efektem. Znepokojujici je skutec¢nost, ze cytokiny jsou znamy jako pleiotropni
proteiny, z ¢ehoz vyplyva Ze cytokiny s pievazné protinadorovym ucéinkem (IL-1, IL-3, IL-4,
IL-6) podporuji i hematopoézu a stejn¢ tak hematopoetické rastové faktory (M-CSF, GM-
CSF) také indukuji aktivaci maktofagl s cytotoxickym t¢inkem na nadorové buiky.

V jedné studii byl zkouméan vliv selektivni perfuze plic s TNFa pro plicni metastazy.
Krevni tlak ani srde¢ni vydej nemély signifikantné rozdilné hodnoty béhem perfuze. Béhem
3-6 mésici po perfuzi bylo zjisténo zhojeni metastdz u nékterych pacientli (melanom,
karcinom ledvin) (76).

Systémové pouziti cytokini bylo zkouseno v experimentalnim modelu u malignich
onemocnéni. IFN ma perspektivu pro l€cbu leukemie z vlasatych bunék a chronické
myeloidni leukémie. IL-2 byl nadéjny pro lé¢bu karcinomu ledvin, maligniho melanomu a
lymfomt. (firmou Chiron BV je dodavan rekombinantni IL-2 pod firemnim nazvem
"Proleukin ®" s indkacéni oblasti 1écby metastaz karcinomu ledvin). Cytokiny v systémovém
uziti jsou vSak problematické protoze vyvolavaji Casté zdvazné toxické komplikace. Jako
alternativa byla ovéfena izolovana perfuze tumoru lokalizovaného na koncetindch. V této

studii, v kombinaci chemoterapie s TNFalfa, IFNgama a hypertermie, bylo pozorovano 100%
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zlepSeni u 23 pacientd s melanomem nebo sarkomem. Jinou cestou lokoregiondlni terapie
zhoubnych nadori je aplikace cytokint peritumor6zné nebo intratumorozné.

Experimantalné se ovefuje mozny vztah rastu malignich bunck které nasleduje po
sepsi., Bakterie a jejich toxiny, které plisobi v organizmu pfi infekci a sepsi, jsou spojovany s
proliferaci nadorovych bunck. Bylo prokézano, Ze hypertermie v kombinaci s chemoterapii
nebo bez ni miize ptiznivé ovlivnit stav nemocného s pfitomnym sarkomem nebo tumorem
gastrointestinalni oblasti. Termin "zanétlivd onkotaxe" zavedl Hogopian (1) a vysvétluje

agregaci nadorovych buné¢k blizko zanétlivého loziska

Pti sledovani 5-té letého pfezivani dvou skupin pacientli po resekci kolorektalniho
karcinomu s pooperaéni nitrobfiSni sepsi a bez ni (zhojené per primam) nebyl demonstrovan
signifikantni rozdil (1). Navic v jiné studii bylo pozorovano delsi dlouhodobé piezivani
pacientl s intraabdomindlni sepsi pied nebo po kurativni resekci pro kolorektalni karcinom.
Leichty ukézal tyto vysledky u téch pacientl, ktetfi v postoperaénim obdobi méli horecky.
Avsak je zfejmé, ze perioperani imunosuprese dosazend riznymi zpusoby vyrazné zvysuje
mortalitu pacientl i po kurativni resekci nadoru.

Pii sledovani nemocnych s kolorektalnim karcinomem po transfuzi plné krve bylo
pozorovano signifikantni zvySeni pooperacnich infekénich komplikaci. Aplikace plné krve
vyrazné snizila lymfocytarni proliferaci CD+4 CD+8 a zvysila sIL-2r, IL-6 (1). Jinad skupina
pacientl obdrzela krev bez leukocytl a nasledujici zména neméla statistickou vyznamnost.

Prokazatelnym zvySenim sérovych hladin IL-6, TNF a IL-2 pfi transtorakalni ,.en
blok* resekci jicnu se vysvétluje extrémni redukce aktivity pfirozenych NK bunék. Bruns (1)
ve své studii poukdzal, Ze tato suprese imunologické naddorové rezistence ve vulnerabilni fazi
po operaci jako dusledek operaéniho traumatu, ma nepfiznivy negativni efekt na zvySeni
rizika hematogennich metastdz intraoperacni buné€nou diseminaci pfi manipulaci s tumorem.

Genetickou manipulaci byla vytvofena hydridni molekula PIXY321 a v kombinnaci s
aktivni ¢asti GM-CSF a IL-3 byla pouZita v terapii riznych forem suprese kostni dfené. V
soucasné dobé se hledaji cesty a zpusoby k vytvoreni hybridni molekuly TNF-a s vysokym
antitumor6znim efektem a nizkou systémovou toxicitou.

Velké chirurgické vykony suprimuji hostitelskou imunitni reaktivitu ptes alteraci
monocytd a T bun€k produkujicich cytokiny, eikosanoidy a proteiny akutni faze.
rekombinantni IL-2 zvSuje aktivitu T lymfocytl a monocitl in vitro ( 1 ). Rekombinantni IL-2

miZze mit vyznam pro zlepSeni imunosuprese po velkych -chirurgickych vykonech
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(43,44,107,118). signifikantni zvySeni produkce IL-6, CRP a solubilniho receptoru IL-2
zvySuje expresi aktivovanych markerd a zvySuje aktivitu neutrofild.

Cim dal tim ast&ji se zagina vyuzivat piimy i nepiimy tcinky n&kterych cytokintl v
klinické praxi. Schopnost IL-2 indukovat vznik lymfokiny aktivovanych zabijecskych bunék
(LAK) s cytotoxickym efektem vi¢i tumordznim bunikdm a podporovat spusténi kaskady
dalSich cytokinii s imunomodulaénim efektem se vyuZziva Gspesné pii 1écbe karcinomi ledvin
a melanomt. Bylo prokadzano ze pii aplikaci IL-2 az 20% karcinomli ledvin a melanomil
regreduje. AvSak IL-2 méa vysokou toxicitu s 4% letalitou pti 1&¢b€, coz brani SirSimu
uplatnéni. IL-4 se svou schopnosti pfirozeného stimulatoru T lymfocyti se nadéjné aplikuje
pii 1é€be karcinomu ledvin, prsu a kone¢niku, ovSem byly pozorovany i vyznamné nepiiznivé
efekty (arteritida, liendlni kongesce, konzumpéni koagukopatie...). IFNa je potencidlnim
lékem u solidnich malignich tumort a mé ptiznivé efekty u pokrocilych malignich melanomii
(remise ve 24% ptipadl), tumort ledvin (remise u 16-25% pacientil) a u Kaposiho sarkomu.

IFNy prokazuje 0€inné antitumordzni schopnosti pii lécbé pokrocilych malignit
(melanom, karcinom ledvin, lymfomy). Intraperitonealni podani IFNy po operacich pro
karcinom ovaria ptiznivé ovlivnilo 1é¢bu. Uspéiné se vyuziva v kombinaci s IL-2 nebo IFNa.
Hill ve své studii podaval GM-CSF a jiz za 4 dny po zah4jeni 1écby pozoroval sniZzeni objemu
tumorosnich bunék. Hill prokazal Ze, GM-CSF se svym nepfimym antitumoroznim u¢inkem
indukuje tumoricidni aktivitu makrofagl, zvySuje produkci TNFo makrofagh a aktivitu
superoxidovych anionti.

TNFa piisobi na nddorové builky jak stimulaci protinadorové imunitni odpovédi, tak
pfimym protinddorovym ucinkem. AvSak preklinické studie prokédzaly fadu toxickych
systémovych projevii (mohou dosdhnout az obrazy navozené septické reakce), které
pfevazovaly nad protinadorovou aktivitou a navic Usp&$nost 1écby byla nizka. IL-6 se pouziva
v lécbeé zhoubnych tumoril jako aktivator T lymfocytl. V kombinaci s TNFa a IL-2 je
zkouman jako imunoadjuvans u karcinomu plic, jater. K nepfiznivym efektim IL-6 patii
podpora disociace nadorovych bunék s naslednym zvySenim rizika metastazovani.
Kombinace nékterych cytokind je rovnéz v pozornosti védct. Ukazalo se, Ze tato kombinace

zvySuje efektivnost 1éCby a soubézné snizuje nepiiznivé, toxické efekty.

1.4 Kaskada obranné reakce organizmu a cytokiny

Zanét je mozno definovat jako komplexni systém obrannych reakci tkédni organismu

na inzult rizného charakteru (fyzikalni, chemicky, infekéni). Cilem zanétu je eliminace
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vyvolavajici noxy, odstranéni ireverzibiln¢ poSkozené tkdné a naslednd reparace nebo
regenerace tkdn¢ ve snaze dosahnout obnoveni funkce postizeného organu do stavu

dynamické rovnovahy.

Klicovou tulohu v systémové zanétlivé reakci sehravd kooperace péti zakladnich
systému: endotel, trombocyty, leukocyty, komplement, plazmaticky koagula¢ni systém. Tyto
systémy disponuji Sirokym spektrem mediatorii rizné povahy. Protoze fada mediatori zanétu
mé schopnost nespecifického poSkozeni bunck (reaktivni formy kysliku, hydrolytické
enzymy, cytokiny), zdkladni podminkou zanétu jako obranné¢ho fenoménu je lokalizace a
regulace procesu zanétu. Znamend to, Ze dysregulace a delokalizace je zakladem
autoagresivniho pribchu této primarné obranné odpovédi. Hranice kde zacind autoagrese, je
tézko definovatelnd. Intenzitu zanétlivé odpovédi urcuje kvalita a kvantita vyvolavajiciho

podnétu, ale také individudlni reaktivita kazdého jedince.

Systémova zanétliva odpovéd’ (Sytemic Inflammatory Response Syndrome - SIRS)
pfedstavuje akutni ohroZeni organizmu, obrannou odpovéd’ organizmu se snahou lokalizovat
a eliminovat exogenni nebo endogenni patogen infekéniho (sepse) nebo neinfekéniho plivodu.
Je komplexnim naruSenim homeostazy a destruktivnim postizenim organizmu vlastni
obrannou odpovédi. K monitorovani SIRS, resp. sepse se vyuziva skore integrujici vitalné
vyznamné klinické a laboratorni parametry (APACHE II, III, TISS apod.) ve snaze
anticipovat piechod do stadia multiorganového selhani (MODS, multiorgan distress
syndrome). SIRS, jako odezva na rtzné klinické inzulty se projevuje dvéma nebo vice z
nasledujicich pfiznakt:1. — teplota vice nez 38 st. C., nebo mén€ nez 36 st.C., 2. tepova
frekvence vice nez 90 tepti/min, 3. dechové frekvence vice nez 20 dech/min, nebo PaCO,

mén¢ nez 32 mmHg, 4. pocet leukocytii vice nez 12000/mm?* nebo mené nez 4000/mm?>.

Jako sepse je oznaovan SIRS s dokumentovanou infekci (obr. 2). Pojem tézka sepse

je vyhrazen SIRS infek¢ni etiologie s alteraci kardiovaskularniho systému.

SIRS miize vyustit ve stav multiorgdnové dysfunkce — situaci, kdy organové funkce
nejsou dostateCujici pro udrzeni homeostazy. Syndrom multiorganového selhani (MODS) je
systémovou hemodynamickou poruchou vedouci k hypoperfuzi organti, tkanové hypoxii
event. ke smrti organizmu. Porucha hemodynamiky pii MODS v disledku téZké sepse ma
charakter kapacitni nerovnovahy (vazodilatace, hypovolemie), na tkanové urovni vznika
nerovnovaha bilance dodavky a spotieby kysliku. Zmény ptivodné kompenzaéniho charakteru
pfechézeji v reverzibilni, posléze ireverzibilni dekompenzaci s letdlnim vyusténim. V

rozvinutych fazich se jednd o uniformni sled zmén mikro- a makrocirkulace, metabolizmu,
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neuroendokrinniho systému atd. MODS je pfi¢inou vysoké, prakticky neklesajici mortality
pacientli se syndromem systémové zanétlivé odpovédi (kolem 25% hospitalizovanych se

SIRS na jednotkach intenzivni péce).

K definici SIRS je nutné poznamenat, Ze v podminkach intenzivni péce o pacienty po
velkych nitrobfis$nich chirurgickych vykonech, kdy tachykardie, tachypnoe, télesna teplota i
pocet leukocytli souvisi s operacnim vykonem, nemame dostatecnd kritéria pro cCasnou
diagnostiku vzniku nitrobfiSni sepse, proto diagnostika této pooperacni komplikace mize byt

stanovena az ve fazi rozvinutého autoagresinniho zanétu a rozvoje MODS.

Obr. 2: Vztah infekce, sepse a SIRS

Bacteriemie

€

Popaleniny

Pankreatitida

viz (23,25,26,49,68)
a/endotel

mira systémového poSkozeni endotelu je pii systémovém zanétu limitujicim faktorem

pro prognoézu pacienta.

Zakladem je pak mechanizmus konstrikce a relaxace. Medidtory pisobici
vazokonstrikéné vétSinou zvySuji permeabilitu mikrovaskularni stény, poskozuji endotel a

pusobi agresivné na destiCcky. Mediatory piisobici vazodilatacné jsou vétSinou endotel —
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protektivni, snizuji permeabilitu mikrovaskularni stény a plisobi antiagregacné na krevni
desticky. Hlavni vazokonstrickni mediatory endotelu: endotelin 1, tromboxan A2, vysoké
koncetrance faktoru aktivujiciho desticky platelet aktivating faktor (PAF) a enzymu
konvertujiciho angiotezin 1(ACE). Hlavni vazodilata¢ni mediatory endotelu: oxid dusnaty,

prostacyklin (prostaglandin 12, PGI2).

b/ komplement

K aktivaci komplementu dochazi nejméné tiemi zplsoby-cestami. Cesty se 1isi svymi
pocatecnimi fazemi, tj. mechanizmem spusténi aktivace komplementu, postupné se vSak
sbihaji a vysledek aktivace je v podstaté¢ jednotny, probiha jednak cestou v zavislosti na
humoralni imunité, pfi niZ je komponenta C1 aktivovana komplexem antigenu protilatky tiidy
IgG a IgM, jehoz vysledkem je C3 konvertdza. Lektinova cesta aktivace komplementu
nevyzaduje pro start komplex Ab-Ag, protoze bilkoviny podobné Clq, napt. MBP (protein
véazici manozu), maji povahu lektinu a vdZou se na cukerné slozky bunécnych stén bakterii
pfimo. Tim aktivuji slozky Clr a Cls. Potom nasleduje d&j podobny klasické cesté.
Alternativni cesta aktivace zacinajici aktivaci komponenty C3 neni zavisla na
imunoglobulinech. Hlavnimi aktivatory alternativni cesty jsou polysacharidy a
lipopolysacharidy bunééné stény bakterii. K vyznamnym aktivatorim alternativni cesty patii

rovnéZ trombin a plazmin
¢/ plazmaticky koagulaéni systém

Hlavnim mediatorem aktivace plazmatického koagulaéniho systému (PKS) je tkanovy
faktor (TF). TF je protein exprimovany na fad¢ somatickych bunék, za fyziologického stavu
se vSak nevyskytuje intravaskularné. V komplexu s negativné nabitymi fosfolipidy bunécné
membrany, ,,zevni* cestou aktivuje plazmaticky faktor VII, a tak zahajuje aktivaci PKS. Pfi
zanétu axprimuji TF aktivované monocyty a rovnéz endotelidlni buiiky po aktivaci IL-1 a

TNF-a.

Druhou cestou aktivace PKS je kontaktni aktivace F XII, prekalikreinu a F XI na aktivnim
povrchu (poskozeny endotel, kolagen,bunécné stény baterii), za ucasti vysokomolekularniho
kininogenu. Zavérenym enzymovym medidtorem PKS je trombin. Plsobenim i v jinych
zakladnich liniich tkanové odpovédi fadi TF k nejvyznamnéjSim primarnim medidtorim

zanétu.
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d/ krevni desticky

Jsou velmi reaktivni elementy, jejichz hlavnim Ukolem v organizmu je vytvofit primarni
hemostatickou zatku v misté poruSeni cévni integrity a plsobit pii reakcich plazmatického
koagula¢niho systému. Tim zasahuji nejen do procesu krevni koagulace, ale i do zanétlivého
procesu. Desticky po aktivaci méni svijj tvar na kulovity, vytvareji pseudopodia, adheruji a
agreguji navzajem. Soucasné uvoliluji fadu medidtor (tromboxan A2, faktor aktivujici

desticky — PAF, inhibitor aktivatoru plazminogenu —PAlI, serotonin. B-tromboglobulin...)

e/ neutrofilni leukocyty

Vlivem chemotaktickych signali a specifickych receptorovych interakci se neutrolily
koncentruji v misté¢ poskozeni,adheruji na stimulovany endotel a pronikaji do intersticia
(3,62,98). Neutrofily jsou schopny fagocytdzy. Hlavni mechanizmy, které se uplatiuji pii

autoagresi:

e Membranové vazany NADPH-oxiddzovy systém produkuje po aktivaci reaktivni
formy kysliku, pfedev§im superoxidovy anion (O2-). Nejvyznamnéjsi dusledek je

poskozeni endotelovych bunék.

e Myeloperoxidazovy systém produkuje HOCI (velmi silny oxidant, patfici

k nejucinngj$im cytotoxickym latkam produkovanym neutrofily).

e Proteolytické enzymy (vice nez 20 enzymi v granulech neutrofild elastdza,

metaloprotedzy, kolagendza, gelatinazy a kathepsiny D a E).

e Produkty lipidového metabolizmu prostaglandiny,leukotrieny a PAF.

f/ monocyto-makrofagovy systém

Zahrnuje monoblasty a promonocyty kostni dfené, monocyty periferni krve a tkanové
mikrofagy. Pfifazenim mikrofagh do retikuloendoteliarniho systému (RES) k retikuldrnim
buitkdm, endotelu, fibroblastiim, histiocytiim a monocytim vznika systém rizného ptvodu.
Proto vsoucasné¢ dob& jsou mikrofdgy a monocyty fazeny oddélen¢ od fibroblasti a
endotelovych bunék do systému mononuklearnich fagocytt (1,40,44,66,76). Mononuklearni
fagocyty jsou efektnéjsi nez neutrofily v ptipadé€, ze fagocytovana Castice je vétsi v pomeru

k velikosti fagocytujici buiky. Mikrofdgy tak ptedstavuji hlavni obranu proti riznym
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mikroorganizmiim vcetné¢ bakterii a virl. Presto, Ze neexistuje Ustfedni mechanizmus
odpovédny za patofyziologii systémové zanétlivé odpovédi a vzdy se jednd o vysledek
souhry aktivace nékolika kaskad reakci (viz tab.4), patii podil aktivace makrofagl
k nejvyznamnéjSim a pravé jejich aktivace zasadné odliSuje systémovou odpoveéd na infekci
od odpovédi lokalizované. Na rozdil od PMN makrofagy produkuji TNFa a IL-1p. Pravé
dlouhodobé (desitky hodin) nadprodukce téchto cytokini vede k nevratnému poSkozeni
organovych bun¢k. Mimo tyto cytokiny makrofagy produkuji IL-6, IL-8, PAF, PG, CSF.
Soucasné vSak makrofidg produkuje i pfirozené¢ho antagonistu tohoto komplexu IL-1ra, ktery
se podili na urcité autoregulaci uvedeného systému. U zéanétlivych procestt v duting bii$ni
sehravaji dualezitou roli mezotelové bunky peritonea, které se svym spektrem produkce
plsobkll do zna¢né miry podobaji makrofagiim. Cesta od mikroorganizmu k cilové buiice
obvykle neni pfima. Z vétsi ¢asti probihaji tyto reakce v urcitém hierarchickém uspotadani.
Pritom plati, Ze d& zde neni zajiStovan jen po jedné linii, od kazdé urovné posloupnosti
existuje k cili cesta pfima, i1 vice cest nepfimych a vSechny etdZe jsou navzijem

provazany,coz celou situaci jesté komplikuje.



Tab. 4: Uloha cytokinii v systémové odpovédi organizmu.
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2. CILE PRACE

Syndrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS) a doprovodné komplikace trvale zlstdvaji
signifikantni pfi¢inou morbidity a mortality pacientii na chirurgickych jednotkach intenzivni
péce. Pfiznivd prognodza pacienti s pooperacni, zanétlivou, nitrobfisni komplikaci je

limitovéana ¢asnosti diagndzy této zavazné komplikace.

V soucasné dob¢ se chirurg nemulze opfit o dostatecné senzitivni a v€asné markery, které by
odlisily pocatek rozvijejici se zanétlivé pooperacni komplikace od jesté nekomplikovaného
casného pooperacniho pribéhu. Proteiny akutni faze v této diagnostice jsou limitovany
nastartovanim jejich syntézy v hepatocytech po stimulaci cytokiny. Proto z fady rtznych
parametri systémové zanétlivé odpovédi se v soucasné dobé upiela pozornost na prvni
medidtory zéanétu - cytokiny, u kterych se pfedpokladd dostatecnd specificita a v€asnost

diagnostiky pooperacni sepse.

Cytokiny jsou mediatory s pfevazné auto a parakrinnim plisobenim. V n¢kolika piipadech se
uplatnuji 1 endokrinni cestou. Plazmatické hladiny pfevazné vétSiny cytokini jsou neméfitelné
dokonce 1 v rozvinutych zéanétlivych situacich. V nasi praci jsme vybrali ty parametry ze
skupiny cytokind, kde je mozné z dostateCnou piesnosti stanovit plazmatické hladiny

v klidovych 1 zanétlivych stavech.

PredloZena prace, vychéazejici z dosavadnich poznatki o cytokinech si proto kladla nasledujici

cile:

= Zjistit standardni dynamiku cytokinii a vybranych cytokinovych receptorii
v nekomplikovaném pooperaénim obdobi u modelovych typt operaci a
stanovit dosaZené hladiny sladovanych cytokinii a cytokinovych receptori u

pacientii s rozvojem nitrobrisni sepsie

* Porovnat vztah sledovanych markeri Kk jinym laboratornim mediatorim
systémové odpovédi organizmu.

= Zhodnotit vytéZnost stanoveni sledovanych parametri v diferencialni
diagnostice rozvoje poopera¢ni komplikaci.

Klinické prace byla realizovana v letech 1999-2003 na I chirurgické klinice VFN a 1.LF UK.
Zpracovani vzorkli a méfeni sledovanych parametri prob&hlo ve spolupraci s Oddélenim

klinické imunologie VFN 1.LF UK Praha.
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3. Metodika stanoveni sledovanych parametri

3.1 Vybér pacienti

V nasi praci pro sledovani dynamiky cytokin pfed operaci a po operacnim vykonu jsme

vybrali nasledujici skupiny pacientti:

1. Pacienti po radikalnim Resekénim vykonu tlustého stfeva, pro karcinom ve stadiu Dukes

Ib-IV s naslednim nekomplikovanym hojenim.

2. Pacienti po radikalni hemipankeatoduodenektomii pro karcinom hlavy pankreatu.
3. Pacienti po laparoskopické operaci bandazi zaludku.

4. Pacienti s prokazanou pooperacni nitrobfiSni sepsi a

5. Kontrolni soubor zdravych osob.

Zvolené skupiny pacientl byli vybranY z diivodii zaméteni kliniky na operativu zhoubnych
nadorl pankreatu, nddor kolorektalni oblasti a na chirurgické feSeni problematiky obezity
laparoskopickou operaci banddze zaludku, a proto bylo mozné vytvofit dostatecné veliky
soubor pacientil. Navic, 1. a 2. skupiny jsou naro¢né operacni vykony se znac¢nou tkanovou
traumatizaci na orgdnech vysoce imunitn¢ aktivnich (stfevo a peritoneum jsou uUstfednim
producentem cytokinli v pooperacni fazi). Pfi operacnich vykonech byla pouzita standardni
srovnatelna technika operace, cozZ pfispivalo k presnéjsi védecké praci. Pacienti v rozvinutém

septickém stavu tvofili model maximalni stimulace zanétové obranné reakce organizmu.

Hodnoty cytokinii zdravych pacientl tvofily nejprve soubor k ovéfeni jednotlivych metodik
laboratorniho méfeni a ndsledné jsme je pouzili k vytvoreni bazalni hladiny dosahovanych

sérovych hodnot u prvni a druhé skupiny pacienta.

Vsechna vySetfeni ziskanych vzorku krve uvedend v této praci byla provedena ve spolupraci

s oddélenim klinické imunologie VFN a 1.LF UK Praha.
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3.2 ELISA metoda stanoveni cytokini

Imunochemické metody umoznuji s velkou rozliSovaci schopnosti vysoce citlivé stanoveni
proteini. Proto jsme k méfeni cytokintli, jejich solubilnich receptori a receptorovych
antagonistii pouzili metodiku ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) za pouziti
originalnich kit firem Immunotech a R&D Systéme, Quantikine TM. Vybrali jsme standardni

postup v duplikatech vzorkl dle firemni literatury.
Obecny princip u ELISA metodiky je nasledujici:

Monoklonalni protilatka specifickd pro urcity cytokin je navazana v mikrojamce na jejim
internim povrchu. Po pfidani roztoku vzorku nebo standardu do mikrojamek se specificky
antigen pfitomny ve vzorku nebo standardu véaze na protilatky absorbované na povrch
mikrojamky. Tim dochazi k vytvofeni komplexu protein-protilatka. Vysledny komplex
protein-protilatka se inkubuje s enzymové oznacenou specifickou protilatkou (peroxydaza) za
vzniku barevné reakce. Po inkubaci se promytim odstrani nenavazané protilatky s enzymem.
Nasledné jsme stanovili aktivitu navdzaného enzymu v komplexu protiladtka- protein-
protilatka-enzym. Absorbance roztoku v mikrotitra¢ni desce byla méfena pii vinové délce
450nm a byla korelovana ptfi 540nm. Zjisténa aktivita je pfimo imérnd mnozstvi piitomného
stanovovaného proteinu. Nasledné byl vypocitan primér duplikati pro kazdy standard,
kontrolni skupinu i vzorek. Pro zhotoveni kalibra¢ni kfivky byl vyuzit origindlni, firemni
pocitacovy program. Ziskana data byla pak linearizovana porovnanim hodnoty koncentrace a

smérodatné odchylky.
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3.3 Imunonefelometrické stanoveni APP

Imunonefelometrickd a imunoturbidimetrickd analyza, vyuZzivajici antigenni specifiky
sérovych bilkovin, byla zdkladni metodou ke stanoveni sérovych a plazmatickych koncentraci
APP. Princip metody spociva vreakci proteinu s monospecifickym antisérem za vzniku
zakladu-nerozpustného komplexu antigen-protilatka. Nefelometrickou metodou se stanovuje
rozptyl pifi prichodu opticky nehomogennim prosttedim, zatimco obdoba této metody,

turbidimetrie, méti sniZeni intenzity prochdzejiciho zateni.
Nefelometrie.

Stanoveni jsme provadéli v kulatych umélohmotnych kyvetach s obsahem méfeného vzorku
Iml. VSechna vySetfeni probihala v duplikatech a s poota€enim kyvety k vylouceni nahodné
chyby v transparentni sténé kyvety. K méfeni byl pouzit nefelometr TURBOX® Orion,
Finsko, vyuzivajici bo¢ni monometrické Cervené svétlo o vinové délce A=635 nm. Nefelometr
ma zabudovany mikroprocesor ovladajici displey a tiskarnu a v ptipadé pouZiti originalnich
kith vyuziva i kalibracni kifivky zakoddovanou v magnetickém Stitku. Méfeni je provadéno
v nefelometrickych jednotkdch LSU (Light Scattering Units). K zavedeni metodiky byly
pouZity originalni kity firmy Orion, Finsko, a to pro Alb, Trf, PA, a-1AGP a CRP.

Stejnym zplsobem jsme testovali pouziti domécich Q-anisér SEVAC, kde zakladni nabidka
obsahovala kromé& ndmi vySetfovanych proteint dale C3, C5 a imunoglobuliny. Jako standart
byly pouzity lyofilizované ptipravky SLR a ke kontrole spradvnosti i referencni séra
Boehringer. Pro kazdy protein jsme nalezli optimalni fedéni zkoumaného vzorku sestrojenim
fady kalibracnich kiivek. Sérové koncentrace jednotlivych proteint jsme odecitali s vyuzitim
zékladniho poéitaového programu KIM USOL. Pii vétsi frekvenci vzorku jsme zadali
alternativné uskutectovat vySetfeni imunoturbidimetricky a pozdé¢jsi vySetieni jsou provadéna
jen touto metodou. Princip vySetieni je zcela shodny,pouze bylo nutné zménit fedéni Q-

antisér.
Statistické zpracovéani bylo provedeno pocitatovymi programy (Stati, Statigraf) s pouzitim

neparového a parového T testu (pfipadné v neparametrické verzi Wilcoxon) a analyzou

rozptylu ANOVA (23).
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4.4 Imunoluminometrické stanoveni prokalcitoninu

Hladiny prokalcitoninu byly stanoveny v duplikatech vzorku imunoluminometrickou

analyzou v imunologické laboratotfi VFN. Pouzili jsme kity LUMItest ® PCT Kit Brahms.

LUMItest ®PCT vyuziva principu immunoluminometrické analyzy (ILMA) ke stanoveni
koncentrace PCT v lidském séru a plazmé. Dvé antigen-specifické monoklonalni protilatky
které vazi PCT a dvé vazebna mista (kalcitonin a katakalcitoninového segmentu), jsou ptidana
v nadbytku (viz obr. 6). Jedna ztéchto protilatek je luminiscenéné oznacena a druhd je
fixovana na inertnim povrchu zkumavky. Béhem inkubace obé protilatky reaguji s PCT
molekulami a ve vzorku tvofi “sendvicové komplexy™. Vysledkem je navazani luminiscencné
oznacené protilatky na interni povrch zkumavky. KdyzZ je reakce ukoncena, piebytek znacené
protilatky je odstranén ze zkumavky. Potom je zbyld znacena protildtka ve zkumavce
zméfena vyuZzitim luminometru a zdkladniho kitu LUMItest®. Intenzita luminiscencniho
signalu (RLU) je pfimo tmérna koncentraci PCT ve vzorku. Je vypoctena standardni kiivka
s vyuzitim standardu se znamou koncentraci antigenu. Neznama koncentrace PCT ve vzorku

séra nebo plazmy je pak odectena pfti srovnani vysledku a standardni ktivky.
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4. PROTEINY AKUTNI FAZE PO OPERACI

.....

spousti lokalnich systémovych reakci, nutnych k obrannym, adaptaénim a repara¢nim
procestim. Tyto d€je jsou spoustény lokalni aktivaci volnych ¢i fixnich bun€¢k monocyto-
makrofagové tady a endotelii a vedou k uvolnéni regulacnich peptidi-cytokint, aktivaci
komplementu a hemokoagula¢ni kaskady. Systémovym odrazem je horecka, anorexie, zmény

cirkulace a pfesuny v energetickém metabolizmu a vnitinim prostiedi.

Aktivace cytokinové kaskddy a jim vyvolané systémové preladéni organismu na drovni
imunologické, hematologické, metabolické, endokrinni ¢i kardiovaskularni se odrazi i ve
zménach jaterni proteosyntézy. Hepatalni odpovéd’ je charakterizovana kvantitativnimi a
kvalitativnimi zménami v proteosyntéze. Dochazi ke zvySeni celkové syntézy proteint, ktera
vsak nesta¢i k vyrovnani negativni dusikové bilance. Z pohledu kvalitativniho nastava
koordinovany vzestup exprese n¢kolika pro obranu makroorganismu nezbytnych plasmatickych
proteind pii sou¢asnym poklesu syntézy proteini strukturdlnich a transportnich. K témto
zménam, které tvoii integralni soucast dalSich procest reakce akutni faze, dochazi pod ptimym
stimulanim nebo inhibicnim vlivem prozanétlivych cytokinti za spolutcasti dalSich

humoralnich faktorq.

I kdyz dynamika uvolnovanych cytokini pfedchdzi pomalejSim pfesunim v proteosyntéze,
vyznam jejich stanoveni hlavné z hlediska dostupnosti pro akutni diagnostiku v praxi neni
v soucasné dobé srovnatelny, kdy APP mame jiZ moznost vySetiovat statimovym vySetfenim,
ale cytokiny jsou stdle jest¢ vpoli vyzkumu a hleddni optimalniho klinického

vyuziti(12,13,55,124).

Jako proteiny akutni faze (APP) byly ptivodné oznaCovany ty plasmatické bilkoviny tvorené v
jatrech, jejichZ koncentrace béhem prvnich 7 dnil po zanétlivém stimulu stoupa o 25 % a vice.
Spolu s odhalovanim regula¢nich mechanismti kontrolujicich syntézu téchto proteind a s
rozSifovanim znalosti o jejich plisobeni v misté zanctu nastala potfeba tuto definici modifikovat.
Jako APP nyni oznacujeme ty bilkoviny, jejichz tvorba v hepatocytech a uvolnéni do cirkulace

jsou regulovany (stimulovany nebo inhibovany) proinflamatornimi cytokiny.

Cytokiny jsou v pribéhu SIRS hlavnim regulatorem syntézy APP. Vziajemnd provéazanost
systémem zpétnych vazeb ale sou€asné tyto proteiny piimo zahrnuje do sit€¢ zanétlivych
cytokinll. C reaktivni protein (CRP), ceruloplasmin, alfa,-makroglobulin a dalsi APP s fadou

funkci klasickych cytokinii tak pfekrauji hranici mezi témito systémy. Evolucni
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zakonzervovanost obou skupin proteinli ve fylogenezi pak zdlraziuje jejich vzijemnou

provézanost a esencialni zavislost pro pfeziti organismu.

2. Fyziologie APP

V souhrnu jsou APP soucasti nespecifického obranného mechanismu prvni linie proti
systétmovému poSkozeni. Reakce APP piedstavuje fyziologickou odpoveéd, poskytujici
zvySenou koncentraci proteinli v misté zanétu, kde je vétSina téchto proteinti v pribehu svého

pusobeni likvidovana (tab. 5).

Podle znamych funkci v organismu mizeme skupinu APP rozdé€lit do nasledujicich podskupin
(6):

a) medidtory. CRP, slozky komplementového systému, plasminogen, kalikrein a nékteré
koagulacni faktory, které miizeme fadit mezi APP, jsou soucésti sit¢ humoralnich zanétlivych
mediatort.

b) zéanétlivé modulatory. Inhibi¢ni faktory komplementové a koagulacni kaskady, jako je
inhibitor Cl-esterdzy, faktor I, faktor H, antitrombin III a a-antiplasmin, moduluji aktivitu
zanétlivych mediatort.

c) zametace (scavengery). Nekteré APP vazi v cirkulaci nebo v tkani fragmenty poSkozenych
bung&k, uvolnéné z krevnich elementti (fagocyty, hemolyzované erytrocyty) nebo tkani. Radime
sem haptoglobin a hemopexin (vazici degrada¢ni fragmenty hemoglobinu), CRP (opsonizujici
bunéné membrany a DNA), sérovy amyloid A (zvySujici clearence cholesterolu bunécnych
membran z makrofagil). Jako scavenger volnych radikald se uplatiiuje pluripotentni protein

ceruloplasmin.

d) imunomodulatory. Existuji diikkazy, ze n¢které z APP moduluji imunitni odpovéd’. alfa,-
kysely glykoprotein napiiklad vykazuje sekvencni homologii s imunoglobuliny a je exprimovan
na bunééné membrang. alfa,-makroglobulin vedle dalSich funkci vadZe nékteré cytokiny a
dopravuje je na misto jejich pisobeni.

e) inhibitory serinovych proteaz (tzv. SERPIN). alfa;-antitrypsin, alfa;-antichymotrypsin, alfa,-
kysely glykoprotein, alfa;-makroglobulin aj. inhibuji uvolnéni a proteolyticky efekt
leukocytarnich enzyml béhem fagocytdzy a limituji tak rozsah zanétlivé odpovédi a dalsiho

tkanového poskozeni.

f) koagulacni faktory. (fibrinogen)
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g) proteiny reparacnich d&ji. Neékteré APP kontroluji novotvorbu pojivové tkané.
alfa;-antitrypsin a alfa;-antichymotrypsin jsou ukladany na pfislusnd mista nové formovanych
elastickych vlaken. a;-kysely glykoprotein stimuluje proliferaci fibroblasti. Uvazuje se o tloze

ceruloplasminu v angiogenezi.

h) transportni proteiny. VétSina transportnich proteint se chova jako negativni reaktanty a jejich
plasmatickd koncentrace v reakci akutni fazi klesd (albumin, prealbumin, transferin, retinol
vazici protein). Vzestup hladiny ceruloplasminu, hlavniho transportniho proteinu médi, v akutni

fazi koreluje se zvySenou sérovou koncentraci médi v tomto obdobi.



Tab. 5 Charakteristiky vybranych APP (127)
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Protein elektrofor. |chem. M; |norm. polocas vyznam
pohyblivost |charakt. (kD) hladina |eliminace
g (dny)
alfa;-antitrypsin alfa;-globulin|glykoprotein |52 [1,2-24 |39 inhibitor serinovych proteaz
alfa;- alfa;-globulin|glykoprotein |44 0,33 -1,09 |5,2 inhibice T-lymfocytq,
kys.glykoprotein stimulace fibrocytd,
vazba APP a hormonti
alfa;-makroglobulin |alfa,-globulin|glykoprotein |725 [1,2-2,4 |7-8 vazbou fady cirkulujicich cytokint
zasahuje do bunécné proliferace,
inhibice NK bungk, fibrinolyzy,
tvorby volnych radikali apod.
haptoglobin alfa,-globulin|glykoprotein {100 [0,3-3,0 |2-4 vazba volného hemoglobinu pti
hemolyze zabranuje ztratam Zeleza,
inhibice lysosoméalnich enzymu
resorpce kosti
ceruloplasmin alfa,-globulin|glykoprotein |135 (0,12 -0,28 |4 - 10 transportni protein médi,
pfimé antioxidacni aktivita,
stimulace angiogeneze
hemopexin beta;- glykoprotein |57 [1,0-1,9 |1,8-2,5 |vazba volného hemoglobinu pii
globulin hemolyze
C reaktivni protein ~ |gama- glykoprotein |110 |<0,01 <0,05 opsonizace bakterialnich membran,
globulin aktivace komplementové kaskady,
modulace fagocytozy a chemotaxe,
inhibice riistu a metastazovani
nadort (?),
receptor galaktézy u makrofagu,
indukce apoptozy NK bunikami,
pfim4 antioxidacni aktivita
albumin albumin protein 67 |(35-50 19-20 multifunkéni transportni protein,
udrZovani onkotického tlaku
prealbumin prealbumin |glykoprotein |61 | 0,19-0,39(1,9-2,7 |transportni protein tyroidalnich
hormonti
transferin beta;.globulin|glykoprotein (80 |2,2-3,6 |7-9 transportni protein Zeleza

baktericidni G¢inky

stimulace buné¢né proliferace




50

3. Regulace APP

Poznani regulace tvorby proteint akutni fize je nezbytné pro posouzeni jejich diagnostického
vyznamu v prib&hu zanétlivé odpovédi. Rada z t&chto proteinti plni ulohy (transportni &i jiné)

i v klidovém obdobi, kdy ale jejich hladina podl€ha jiné regulaci nez béhem zanétu.

Hlavnimi regulatory syntézy APP je skupina prozanétlivych cytokinti. Humoralni
mikroprostiedi pak dotvari fada dalSich humoralnich faktort vcetné¢ hormonti a odpovidajici
nutriéni stav. U jednotlivych proteinii se s ohledem na jejich funkce uplatituji i dalsi regulacni

vazby doplilujici uvedené faktory, at’ uz v akutnim obdobi nebo s pievazujicim vyznamem v

klidovém obdobi (3).

V soucasné dobé je znamo 8§ cytokintl, uplatitujicich se v regulaci syntézy APP. Podle intenzity
stimulace v tomto pofadi: interkeukin (IL)-6 a ptibuzné cytokiny (leukémii inhibujici faktor a
onkostatin M), tumory nekrotizujici faktor-alfa, IL-1, v mensi mife pak IL-11, interferon-gama
a transformujici ristovy faktor-beta. Hepatocyty jsou obvykle vystaveny kombinovanému
pusobeni fady cytokinti, cytokinovych inhibitord, hormoni, histaminu a dalSich extracelularnich
mediatort. Odpovéd” APP je pak ddna integrovanym souctem téchto interakci, aditivnich,

synergickych, inhibi¢nich a kooperativnich efekti (10).

Ustiedni tlohu v regulaci APP zastava IL-6, oznatovany také jako hepatocyty stimulujici
faktor-1. Bylo prokazéano, Ze pouze IL-6 je schopen rozvinout plny obraz reakce akutni faze s
charakteristickymi zménami jaternich proteinti. I1L-6 reguluje vSechny hlavni pozitivni a
negativni APP, a z dosavadnich zjiSténi vyplyva, Ze dal$i cytokiny hraji jen pomocnou
modulaéni wlohu. IL-6 sam stimuluje tvorbu nékterych proteind (alfa;-antitrypsin, alfa,-
makroglobulin, fibrinogen, hemopexin, ceruloplasmin a dalsi). U jinych proteint se uplatiiuje

synergicky stimulacni efekt s dal§imi cytokiny (8).

Vedle cytokintl ptedstavuji druhy pilit stimulace tvorby APP glukokortikoidy. Jejich efekt na
syntézu téchto proteind je predev§im permisivni - umoznuji plné vyjadieni stimula¢niho
efektu cytokind, ale bez jejich Ucasti je efekt kortikoidi omezen na pokles negativnich

reaktantl (albumin, prealbumin, transferin).

Charakteristika sledovaného souboru
Pro studium dynamiky APP v poopera¢nim obdobi jsme v letech 1999-2003 vysettili 32
nemocnych, operovanych na 1. chirurgické oddéleni 1. Iékatské fakulty: Pacienti jsme

rozdélili do nésledujicich skupin (Tab. 6)
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1. Prvni skupinu tvofilo 20 pacientl po planované resekci kolorektalniho karcinomu
ve stadiu Dukes Ib-IV laparotomickym pfistupem s naslednym nekomplikovanym hojenim
(muz/zena 11/9, vék 58+8.9 1.)

2. Druhou skupinu tvofilo 12 pacientd s prokdzanou pooperativni nitrobfisni
sepsi. VSichni spliovali kritéria sepse dle R.C.Boneho(muz/zena 7/5,v€k 59+9.2r.)

Byly vysSetieny pooperacni sérové koncentrace APP — CRP, o —antitrypsin
(01-AT), o2-macroglobulin, haptoglobin, transferin, prealbumin, ai-acid glycoprotein,
hemopexin a ceruloplazmin, byly stanoveny nefelometricky (Boehringer).

Sérové hodnoty APP byly zméteni pied operaci a 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36, 72, a 96
hodin po operaci (prvni skupina), a byly srovnany s hodnotami pfi sepsi (druhd skupina,
odebirané ve 24 hod. intervalech). Vysledky byly uvadény jako primér £SD, statisticky

zpracovany Studentovym testem, hodnoty p <0,05 byly povazovany za signifikantni.

Vysledky sledovani APP v poopera¢nim obdobi

Pti studiu sérovych hladin APP nejmarkantnéj$i zmény hodnot v 1. a 2. sledované
skupiné nastaly u CRP, kde dosahovaly 110+59 mg/l a 268+118 mg/l (p<0.01) a u a1-AT)
(2.7940.6 mg/l a 5.28+1.8 mg/l p<0.01). Oba markery dosahovaly nejvyssi koncentrace
72hod. po operaci. Kinetika CRP a alAT byla prodlouzena s kontinuélni elevaci v 72 hod.
obdobi. U obou proteini se maximalni pooperani hodnoty statisticky vyznamné li§i od
hodnot ptedoperacnich (p< 0.05) (126) (Tab.6).

Mezi 3. az 5. dnem po jednordzovém nociceptivnim stimulu (operacni trauma) jiz
reakce akutni faze regreduje. Pokud pietrvavaji nebo dale stoupaji hladiny ¢asnych reaktantl
(nejcastéji pouzivan CRP a alfa;-antitrypsin) sved¢i to, 1 pii nepiitomnosti dalSich klinickych
projevu pro trvajici infekéni stimulaci (2). Mezi ¢asné reaktanty, jejichz vzestup lze ocekavat
jiz 1.-3. den po operaci, patii CRP, alfa;-antitrypsin, alfa;-kysely glykoprotein (synonymum:
orosomukoid) a fibrinogen. Protrahovanéjsi je vzestup (3.-5. den), nésledujici plateau a pokles

dalsich reaktantti - ceruloplasminu a alfa,-makroglobulinu.

Casné reaktanty klesaji (ale nenormalizuji se) i pii trvani aktivni bakterialni infekce. Proto je

jejich vypovidaci schopnost pro monitorovani akutniho zdnétu omezena (7).
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Tab. 6: Dynamika sérovych proteinii u chirurgickych pacienti

PROTEINY RESEKCE STREVA POOPER.
-1 DEN +1 DEN +3 DEN +5 DEN SEPSE

ALBUMIN 29.416.7 | 25.644.3 | 245455 | 23.443.1 24.4£7.8
TRANSFERIN 2.3320.63 | 2.03£0.39 | 1.46+0.32 | 1.51+£0.34 | 1.87+0.65
PREALBUMIN 0.18+£0.06 | 0.13£0.05 | 0.08+0.04 | 0.10+0.05 | 0.10+0.08
olKYS.GLYKOPROTEIN | 1.12+0.41 | 1.30+£0.47 | 1.68+0.71 | 1.34+£0.33 | 1.9620.64
al-ANTITRYPSIN 1.64+£0.23 | 2.12+0.47 | 2.7940.60 | 2.79+0.66 | 5.28+1.8
02-MAKROGLOBULIN | 1.55+0.22 | 1.83+0.37 | 1.58+0.24 | 1.62+£0.26 | 1.73%0.50
HAPTOGLOBULIN 1.81£0.43 | 1.52+0.61 | 1.83+0.36 | 2.08+0.27 | 4.09+1.24
HEMOPEXIN 1.32+0.41 | 1.18+0.40 | 1.13+£0.36 | 1.19+0.35 | 1.45+0.53
CERULOPLAZMIN 0.20£0.09 | 0.22+£0.06 | 0.24+0.06 | 0.25+0.05 | 0.30+0.11
CRP mg/1 5.947.6 80.1+46.2 | 111£59 58.6£34.9 | 268+118
Albumin:

Albumin byl subnormalni jak u skupiny 1 tak i ptekvapivé u skupiny 2. Po resekcei stfeva klesl

az k hodnotam typickym pro septické pacienty.

Transferin:

Vychozi hodnoty transferinu byly vyznamn€ niz§i u skupiny 1 a sniZzeni hladiny dale

pokracovalo v poopera¢nim pritbéhu. Podobné jako ptedchoziho proteinu, vychozi hodnoty zde

byly také subnormalni.
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al-kyselv elykoprotein:

Hladiny al-kysely glykoproteinu jiz v pfedoperacnim stadiu byly zvySené a v nasledujicich
dnech pooperacné dale nartstaly. U resekce stfeva vzestup hladiny kulminoval +3. den a

odpovida jiz septickych hodnotam 2. skupiny.
Prealbumin:

Prealbumin se svou dynamikou zmén pfed a po chirurgickém zékroku podoba albuminu.

Vychozi subnormalni hodnoty u skupin 1 i 2 se po chirurgickém vykonu déle snizily.

ol-antitrypsin (al-AT):

Sérové hladiny al-AT stouply z normalnich vychozich hodnot u skupiny 1 a kulminovaly +3
az +5 den. U septickych pacientl bylo registrovano statistické vyznamné zvySeny hladin o1-AT

vici 1. skupiné (nekomplikovany resekce stieva).

o2-makroglobulin:

a2-makroglobulin stoupl po resekci stieva ze subnormalnich vychozich hodnot k normé a
pozdé&ji v této skupiné opét klesl, rozdily jsou ale minimalni. 1. skupina se pfitom statisticky

vyznamné nelisil od 2. skupiny (septickych pacienti).

Haptoglobin:

Hodnoty haptoglobinu po resekci stfeva zistaly prakticky neutralni. Prestoze haptoglobin patii
mezi pozitivni APP, hladiny tohoto proteinu u skupiny 1, na rozdil od septickych pacientli spise

mirné poklesly +1 den.

Hemopexin:

Sérova hladina hemopexinu poklesl v poopera¢nim obdobi u resekovanych pacientti, rozdily
vSak nemaji statisticou vyznamnost. Dokonce ani u septickych pacienti nebyly registrovany

odchylky z normy.

Ceruloplazmin:

Koncentrace ceruloplazminu stoupla poopera¢né u resekovanych pacientu a kulminovala +5.

den, ale dosahované hodnoty nemély statisticky vyznam a nedosahovaly septickych hodnot.

C-reaktivni protein (CRP):

Sérova hladina CRP rychle stoupl a kulminovala +3. den, kdy byl registrovan pfiblizné¢ 19ti

nasobné zvyseni hladiny vii¢i pfedoperacnimu stavu, po kterém nasledoval rychly pokles.
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Hladiny APP p¥i riznych onemocnéni

Infarkt myokardu vede k vzestupu ¢asnych pozitivnich APP. Diagnostickd vytaznost APP v
poinfarktovém obdobi je ale nizkd s ohledem na dostupnost specifickych ukazatelt
myokardidlniho poskozeni. Fibrinogen je rizikovym faktorem piedcasného rozvoje
aterosklerotickych zmén. Patogenetické uloha akutnich vykyvl hladiny fibrinogenu v disledku

zangtlivé stimulace ale neni jednoznacné potvrzena (9, 11).

Ackoli fada studii prokazuje zavislost plazmatickych hladin APP na pokrocilosti a prognoze
maligniho onemocnéni, v n¢kterych piipadech i na tumorozni mase a pfitomnosti metastdz,
monitoring APP u malignich pacienti nedoznal vétSiho rozsiteni a stale neni dostatek diikazi,
ze by APP poskytovaly u onkologickych pacientli relevantni informace. Opodstatnéné je
stanoveni Casnych reaktantli akutni faze u onkologickych pacienti s vysokym rizikem

bakterialni infekce (leukopenie po chemoterapii).

S vyjimkou SLE a skupiny blizkych onemocnéni, kde je jen minimalni odpovéd’ akutni faze,
dochazi pti exacerbaci zanétlivych onemocnéni pojiva k signifikantnimu vzestupu pozitivnich
APP, zejména CRP. CRP je pokladan za APP prvni volby u revmatickych onemocnéni. CRP je
jednim z nejcitlivéjsich a nejpresnéjSich ukazatelti aktivity zanétu pojiva. Jeho zmény v priibéhu
exacerbace onemocnéni nebo naopak reflektujici odpovéd na 1é€bu jsou casnéj$i nez napf.
zmény sedimentace. U SLE, kde jsou zmény APP minimdlni, umoziuje pfesto jejich stanoveni
odlisit exacerbaci aktivity zakladniho onemocnéni od infekce, jejiz manifestni projevy mohou

byt modifikovany imunosupresi

NejvysSich  koncentraci dosahuje CRP u akutnich bakteridlnich infekci. Virové,
mykobakteridlni a parazitarni infekce vedou pouze k mirnému vzestupu hladin. Akutni
bakterialni infekce je rovnéz silnym podnétem pro vzestup al-antitrypsinu, al-
antichymotrypsinu, al-kyselého glykoproteinu a haptoglobinu. Ostatni reaktanty stoupaji s

pomalejsi dynamikou.

U nebakterialnich zanéth, napt. virdz, je vzestup CRP fadové nizsi (20-50 mg/l proti 100-300 i
vice mg/l bakteridlnimu zanétu), typicky je u protrahovanych vir6z vzestup cerulopasminu ¢i

alfa,-makroglobulinu.

Dynamika negativnich reaktantl zavisi na jejich polocasu, nejrychlej$i zmény zaznamenava
prealbumin (signifikantni pokles jiz 2.-3. den), nejpomalejSi albumin. Nasledna normalizace
prealbuminu je rovnéz prognosticky pfiznivym znamenim, pfedchazejicim tipravu albuminémie

a pozdnich pozitivnich reaktantti.
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Syntéza CRP u novorozencti a kojenct je proti dospélym jedinciim sniZzena. CRP je ale velmi
uzitecny v diferencialni diagnostice kojeneckych meningitid (koncentrace vice nez 20 mg/l
svéd¢i spiSe pro bakteridlni plivod nez virovy). Vytéznost stanoveni APP se zvySuje pfi

sériovém stanoveni - progresivni vzestup hladin béhem 48 hodin svéd¢i pro pocinajici infekci.

Adekvatni syntéza APP je zpravidla zachovédna i1 u imunosuprimovanych pacientl, kde chybi
bézné znamky infekce (neutrofilie, horecka). Sériové stanoveni hladin APP je uzitecné v
casném obdobi po transplantaci kostni diené nebo u onkologickych pacientd s vysokym

rizikem infekce.

Vztahy proteinii akutni faze k cytokinové kaskadé se odrazi i v jejich diagnostickém
hodnoceni. Hlavni vyznam stanoveni té€chto proteinti zistava uz fadu let ve sféfe akutnich stavd,
at’ uz v oblasti interni nebo chirurgické. Proteiny akutni fize ale nejsou pouze pasivnimi
indikatory aktivity chronického nebo akutniho zatézového stavu; fada z nich hraje vyznamnou
roli v patogenezi chronickych onemocnéni, at’ uz se jedna o aterosklerdézu, Alzheimerovu

chorobu, trombembolickou nemoc a dalsi (20, 21).

V této studii shrnujeme vysledky méfeni proteint akutni faze u pacientil v aktivni fazi nékterych
chronickych onemocnéni. Pro vzajemné porovnani byly vybrany riizné typy malignit, jaterni
cirhdza a dva typy chronickych stfevnich zanét. Na jejich ptikladé hodnotime mozny piinos
téchto vySetteni a specifické odliSnosti, které mohou napomoci v diferencialni diagnostice.
VySsetieno bylo 7 skupin chronicky nemocnych pacienti, hospitalizovanych na III. interni
klinice 1. LF UK. Vyjimkou byli pacienti s kolorektalnim karcinomem, kteti byli
hospitalizovani na I. chirurgické klinice 1. LF UK. Referen¢ni skupinu tvofila séra 20 zdravych

osob. Podle potadi v tabulkéch se jednalo o skupiny nemocnych s témito onemocnénimi:
(1) mnohocetny myelom

(2) non-hodgkinsky maligni lymfom ve 3. nebo 4. stadiu (pacienti nebyli dale déleni podle
histologické klasifikace)

(3) Crohnova choroba (enteritis regionalis)
(4) ulcerozni kolitida

(5) dekompenzovand jaterni cirhdza (bez prokazané infekeni ptic¢iny dekompenzace, pacienti

pro potieby této studie nebyli tfidéni podle etiologie cirhdzy)

(6) kolorektalni karcinom v 1. a 2. stddiu onemocnéni pted planovanym chirurgickym vykonem
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(7) kontrolni skupina zdravych osob.

Zakladni demografické udaje o vysetfovanych pacientech podava tab. 1. Ve skupinach (1) a
(2) se jednalo o pacienty doporucené k piijeti Oddélenim klinické hematologie VFN;
vySetteni bylo provadéno pted zahajenim chemoterapeutické kiiry. Nemocni skupin (3) a (4)
byli pfijati na III. interni kliniku ve fazi exacerbace onemocnéni s nutnosti parenteralni

nutri¢ni podpory.

Ze souboru byli predem vylouceni pacienti s dal§imi pfidruzenymi onemocnénimi resp. 1é¢bou,
ktera by mohla interferovat se sledovanymi parametry (kortikoidy, cytostatika a transfuze

béhem ptedchozich 7 dnti).

Vzorky nesrazlivé krve byly ziskdny jednordzovym rannim odbérem z kubitalni Zily. Po
centrifugaci pii 3000 rpm byla ziskdna plazma, zmraZena a uschovana pro dalsi zpracovani.
Po kompletaci vzorkil byly v plazmé stanoveny koncentrace ndsledujicich proteinti: IL-6
(ELISA, Immunotech), alfa;-antitrypsin (AAT), alfa;-kysely glykoprotein (AGP), alfa,-
makroglobulin (AM), C reaktivni protein (CRP), ceruloplazmin, haptoglobin, hemopexin,
albumin, prealbumin, transferin (imunonefelometrickd metoda). Intra- a interassay variacni

koeficient byl pod 5%. K vyhodnoceni byl pouzit program analyzy rozptylu ANOVA.

Vysledky
Tab. 7 ukazuje v€kové rozdily mezi skupinami pacientll, zejména vic¢i kontrolni skupiné
zdravych osob. Tento faktor, souvisejici s incidenci sledovanych chorob v rtiznych vékovych

skupinach nebylo mozno ovlivnit.

Primérmé hladiny sledovanych proteini u vySetfovanych skupin pacientid shrnuje tab. 8. V

tabulce jsou dale uvedeny statisticky vyznamné rozdily skupin pacientll vii¢i kontrolni skupiné

Tab. 7 Zakladni charakteristiky chronickych pacientt a kontrolni skupiny

Skupina myelom |nonhodgk. |enteritis |colitis |cirhosis |carcinoma | kontrolni
lymfom region. |ulcerosa|hepatis |colorect. skupina

pocet 14 15 18 14 16 12 25

muzi/ zeny |6/8 8/7 8/10 6/8 15/1 6/9 15/10

vek (r.) 6419 51+17 3510  [41x12 |55+10 |63%9 30+5




Tab. 8 Plazmatické hladiny vySetifovanych proteini u skupin chronickych pacienti

protein (g/1) Lnyelom nonhodk. enteritis |colitis |cirhosis [carc. kontrol.
lymfom |region. |ulcerosa hepatis |colorect. skupina
1L-6 467" |198° 656 B17  B45  [190 114
(ng/) 117 53 +279 287 228 66 58
AAT .08  [.037  po2” p82”  B.037 |64 1.84
(g/l) +043  H0.97  H0.98 049 H0.82  H0.23  10.30
AGP 0.64  0.95 1107 1307 086  0.81 0.82
(g/l) +047 H0.63  H0.53  H0.53  H0.60  H0.41 021
AM .02 P38 |1.62 158 40" (175 1.80
(g/l) +0.61  HI1.17 077 R0.60  H0.92  H022 1031
haptoglobin  [1.93  B.017 3337 B.5s6  |1.12°  [1.81 1.75
(g/l) +0.65 H0.86 H0.89 H126 F1.04 H043  [0.72
hemopexin ~ [1.27  [1.58 154 1,62 0707 132 [1.50
(g/l) +047 045 H049 H039 HO0.51 H041 HO0.25
ceruloplazmin [0.21  0.307 027" 028" 0257 024 (021
(g/l) +0.05  H0.07  H0.08 RH0.09 H0.06 H0.07  [0.04
CRP 38" 21" 23" 38" 20" 16 5
(mg/1) +15 +14 +13 +30 +17 +15 +5
albumin 36.1°  P42°  B6°  PB2.87  BlL0T PB03T W4l
(g/l) +8.1  HI13  H41  B55 H98 H68 4l
prealbumin  [0.19° 020" 022 (0227  0.097 (0.187 0.28
(g/l) +0.08  H0.08  H0.09 RH0.08 H0.08 H0.06  [0.04
transferin 1.937 .60 1407 |1.837 61T Pp33°  p92
(g/l) +0.47 H0.63  H0.53  H0.66 H0.47  H0.63 041

Ve vysledcich uvedeny priméry + SD.

Statisticka vyznamnost rozdilu proti kontrolni skuping: = p <0,05; ~ =p < 0,01
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DISKUZE

Ve skupiné proteini akutni fize miZeme na zéklad¢ vysledk naSich méfeni i pozorovani
jinych autori za nespecifické ukazatele chronické zatéZzové situace (zanct, malignita apod.)
oznalit pfedevSim negativni reaktanty (albumin, prealbumin, transferin, dale z proteini zde
nehodnocenych napt. globulin vazici retinol) a z pozitivnich reaktantli zejména AAT,
ceruloplazmin a haptoglobin (25, 26). Srovnavaci vysetfeni pozitivnich i negativnich bilkovin
akutni faze u riznych skupin chirurgickych pacientt (lisici se rozsahem chirurgického zakroku,
resp. komplikovanym poopera¢nim pribchem), je zakladem k hodnoceni vyznamu jejich
stanoveni v téchto indikacich.

Prvni Ctyfi zminéné proteiny jsou poklddany za ukazatele nutricniho stavu a v nékterych
ptipadech za prognostické markery (napfiklad albumin v chirurgii). Albumin je ale
pfedev§im znam pro ulohu v mikrocirkulaci (onkoticky tlak), méné pak jako ukazatel
malnutrice zejména u chronickych onemocnéni. Jeho snizené vychozi hladiny u pacientd
s kolorektalnim karcinomem o tom svéd¢i.V akutnich situacich pokles je dan predevSim
supresi syntézy zanétlivymi medidtory, resp. pfesunem proteosyntézy smérem k pozitivnim
akutnim reaktantim. Hladina albuminu muize byt navic ovlivnéna hemodiluci nebo
hemokoncentraci.

Prealbumin a transferin diky svému kratkému biologickému polocasu Iépe reflektuji
kratkodobé odchylky a jsou casnéjSimi indikatory zlepSovani nutricniho stavu pfi 1écbé.
Kombinace vySetfeni prealbuminu a transferinu miize dat také nepfimou informaci o stavu
zasob zeleza. Jiz vstupni hodnoty prealbuminu u resekovanych pacientti lisily od normy, coz
lze vysvétlit asi kombinaci kratkodobé malnutrice a pfitomnosti tumoru ve skupiné 1.
Signifikantné niz8i hladiny prealbuminu a transferinu v pfedoperacnim méfeni u pacientii
s kolorektalnim karcinomem byly popisovany (127). Pokles transferinu svéd¢i o tom, Ze
sideropenie jako hlavni stimulator jeho syntézy neni v téchto stavech aktudlni (rozpad
erytrocytl,transfuze) a ze dominuje ubytek proteosyntézy a vychytavani v mikrocirkulaci.
Zvyseni transferinu dava signal o obratu k anabolickému stavu, coz je v souladu s jinymi
autory. Pravdépodobné transferin plni funkce v reparaci tkanového poskozeni a jejich ubytek
nejde na ukor sniZzené syntézy, ale 1 zvySené periferni clearence.

AAT, protein se vztahem k bakteridlnim zanétim (inhibice neutrofilni elastazy), vyrazné

reaguje i u vetSiny chronickych stavii, kde se neutrofilni leukocyty nezucastni. Vyznam
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zvySeni AAT v téchto situacich neni jasny a vedle Ulohy v tvorbé vazivové tkané ziejmé
odréazi i dalsi zatim nezndmé fyziologické ucinky tohoto proteinu.

a2-makroglobulin (AM) na rozdil od krysy neni u ¢lov€ka typicky pozitivnim proteinem
akutni faze. Tomu odpovida i jeho neutralni chovéani napft. po chirurgickém vykonu, v ¢asné
fazi sepse nebo po ozafeni. AM ma nepochybné vztah k hemokoagulaci a mikrocirkulaci.
Signifikantn€ vyssi hladiny AM jsme nalezli u pacientli s hematologickymi malignitami a u
pacientl s jaterni cirhdzou. Z literatury je znamo nejen zvySeni AM u malignich chorob, ale
také u fady béznych virdz a u chronickych hepatopatii necirhotického charakteru. Specificka
diskrimina¢ni hodnota AM spociva pfedevsim v diferencidlni diagnostice nékterych malignit,
chronickych chorob ledvin a aktivnich vir6z. Nizkd hladina AM u skupiny pacientl s
kolorektalnim karcinomem ale ukazuje, Ze senzitivita zejména u solidnich tumord neni
vysokd. AM je pozitivné stimulovan napf. estrogeny, a tak se s mirnym zvySenim muizeme
setkat 1 pfi lécbé kontraceptivy a v t€hotenstvi. ZvySeni koncentrace AM je popisovano u
nékterych hematologickych malignit, kde byva nachazeno i v klidovém stadiu. Patogeneticka

uloha tohoto proteinu, vaziciho v cirkulaci fadu cytokinti a jinych piisobkdl, pfitom neni znama.

Zajimavé je chovani haptoglobinu v poopera¢nim obdobi. U rozvinuté sepse, haptoglobin se
chova jako typicky akutni rektant a jeho hladina 2-3x pfesahuje globinové fragmenty
hemoglobinu, uvolnéné hemolyzou pfi operaci.U nitrobfiSnich operaci byl zaznamenan patrny
pokles hladiny +1. den, ktery se v dalSich dnech jiz vyrovnava a ptechazi do vzestuou.
Pozoruhodné je také skutecnost ze skupina s abdomindlnimi resekcemi dostdvala casto
transfuze s dal§i dodatecnou hemolytickou sloZkou. ZvySeni haptoglobinu je pokladano za
uziteCny marker exacerbace lymfomu, podobné jako zvySend hladina ceruloplazmin (127).
Uvedené proteiny lze vyuzivat k monitorovani aktivity onemocnéni a odpovéedi na cytostatickou
lécbu. Pokles hladin nutri¢nich ukazateli je spoleénym znakem s dal§imi malignimi i jinymi

chronickymi onemocnénimi.

Na rozdil od haptoglobinu (senzitivni ukazatel chronického zatéZzového stavu) reaguje
hemopexin, protein funkéné blizky haptoglobinu, ve vSech sledovanych skupinach minimélnimi
zménami. Protrahovany pokles sérovych hladin hemopexinu po resekci stieva potvrzovala
pomalou dynamiku zmén, kdy konzumpce proteinu pievdzovala nad nevyraznou stimulaci
syntézy. Specifické je chovani obou proteinti (haptoglobin a hemopexin) u jaterni cirhdzy, kdy

nevyrazné stimula¢ni vlivy jsou prevazeny konzumpci v cirkulaci.
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al-kysely glykoprotein  /orosomukoid/  je typicky indukovan pies IL-6 pifedevSim
endotoxinem, méng pii sterilnim tlakovém poskozeni. Absolutni hodnoty vzestupu +3. resp. +5.

den dovoluji odliSit moznost infek¢ni stimulace u nitrobfi$nich vykont.

CRP je protein akutni fadze zndm s nejrychlejsi a nejvyraznéjsi dynamikou v rliznych akutnich
situacich a fadové 100-1000 nasobnym zvySenim.CRP nebyl u Zddné ze vysetfovanych skupin
dobrou korelaci s plazmatickymi hladinami IL-6. Maximalni hladiny CRP i IL-6 koreluji
s dobou trvani operace (6), s mirou tkanového poskozeni béhem operace. Pritom je tfeba vzit
v uvahu 1 dalsi udaje (potfeba a mnozstvi krevni transfuze aj.). Razantni zvySeni hladiny CRP
v nasem souboru +3. den a nasledny pokles +5.den ve vztahu k hodnotam u septickych pacientti
miZe byt prognostickym faktorem a ukazatelem ohroZeni septickou komplikaci. Stanoveni CRP
za jiz vyvinuté klinické sepse neni uZzite¢né pro prognodzu tézkého stavu. ZvySeni CRP u
chronickych stavll bez bakteridlni zanétlivé slozky bylo mirné (20-40 mg/l). Hodnota CRP
kromé monitorovani aktivity nékterych revmatickych chorob (s patogenetickou ucasti IL-6, jeho
hlavniho stimulatoru), je tedy pfedevsim v ¢asném odliseni bakteridlnich komplikaci zakladniho
chronického onemocnéni. U pacientli s kolorektdlnim karcinomem je spektrum zmén ve
sledovanych parametrech omezeno na lehké, 1 kdyZ statisticky signifikantni zvySeni CRP, a
pfedevS§im na snizeni tfi ukazateli viscerdlni proteosyntézy - nejvyraznéjsi pokles
zaznamenavame u albuminu a prealbuminu. Zejména sniZeni prealbuminu, ¢i retinol véaziciho

proteinu je pokladano za nespecificky marker ptitomnosti tumoru (128).

Ceruloplazmin je bilkovina s pomalou dynamikou nastupu v akutnich situacich, ale vysokou
senzitivitou v chronickych zanétovych stavech(kolagen6zy apod.) a u nékterych nédord.
Hodnoty jsou vys$i u vSech sledovanych skupin pacienti. U myelomu a kolorektalniho
karcinomu vSak zvySeni nedosahuje statistické vyznamnosti p <0,05. U septickych pacientl
jsme zaznamenaly pomérné malé zvySeni hladiny ceruloplazminu. Pravdépodobné, kulminace
hladiny ceruloplazminu zaostdva za rozvojem septického Soku, kdy byli pacienti této skupiny
vySetfovani. Rozvoj dynamiky hladin ceruloplazminu ukazuje ze tento protein  neni

specifickym markerem nddoru a jeho zvyseni je nutno posuzovat v kontextu s dalSimi ukazateli.

Pozoruhodné je pfitom zjiSténi Knekta a kol., Ze zvySena hladina ceruloplazmin u zdravych
osob pozitivneé koreluje se zvySenym vyskytem maligniho onemocnéni v nasledujicich 8 letech
zivota (129). Tyka se to zejména kuidkl a karcinomu plic, ale 1 dal$ich tumorid se vztahem ke

kouteni. Zvyseni Ceruloplazmin je zfejmé velmi ¢asnym projevem okultniho nadoru.
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Zvyseni AM je popisovano u riznych nezanétlivych hepatopatii, pravdépodobné jde do jisté
miry o kompenza¢ni mechanismus k udrZeni onkotického tlaku pfi poklesu albuminu. Elevace
AAT, ceruloplazminu a CRP muize byt projevem latentnich infekénich komplikaci pii
zakladnim onemocnéni s alteraci imunitniho stavu, ale také dusledkem zvysené produkce IL-6,

ke které dochazi u riiznych hepatopatii 1 bez ucasti infekce.

SniZeni hladin albuminu, prealbuminu a transferinu je kromé alterované jaterni proteosyntézy
jisté také odrazem stfevnich ztrat. Uvedené nélezy jsou srovnatelné s jinymi publikovanymi
udaji o chovani téchto proteinii pii exacerbaci chronickych stfevnich onemocnéni. Prestoze
podle Schultze aj. je sérovy amyloid A senzitivnéj$im ukazatelem stfevnich zanétl nez CRP a
AGP, nemd jejich specificitu (130). Ze souhrnné Thompsonovy prace plyne, ze v
retrospektivnim sledovani fady biochemickych parametr davd kombinace CRP s alfal-
antichymotrypsinem nejlepsi obraz aktivity stievnich zanétlivych onemocnéni (30 ). Podle téze
préace koncentrace CRP nad 50 mg/l odpovida spiSe enteritis regionalis nez ulcerdzni kolitidé. V
remisi mize dojit az k uplné Gpraveé vSech sledovanych pozitivnich reaktanti. Hodnota méfeni
APP u stfevnich zanétlivych onemocnéni tedy lezi v diferenciaci funkénich a zanétlivych stavi;
v kombinaci s dalSimi ukazateli jsou piinosem k posuzovani aktivity nemoci a odpovédi na
lécbu. S uvedenou problematikou souvisi také zjisténi, ze AAT ve stolici je citlivym ukazatelem

chronickych nespecifickych sttevnich zanétii s exsudaci proteind (131).

Mizeme shrnout Ze, hodnoty plazmatickych hladin proteinti akutni faze jsou zavislé ne jen na
rozsahu operacni zatéze a zejména bakteridlni komplikace ( hlavni sledovany parametr), ale
také 1 na fad¢ dalSich faktord, a ukazuje tedy jen cast komplexniho klinicko-laboratorniho

obrazu poopera¢niho obdobi.

Sériové meéteni (mezi +3. +5. dnem) sérového transferinu, prealbuminu, ol-kyselého
glykoproteinu, alantitrypsinu a CRP mtiZze napomoci k ¢asnému rozpoznani vyvoje septické

komplikace u rozsahlejsiho vykonu .
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5. FYZIOLOGICKA REAKCE CYTOKINU NA OPERACNI VYKON

5.1 Sérové hladiny cytokini po nekomplikovaném operaénim zakroku

Zanétliva odpovéd’ po chirurgickém vykonu se odehrava v rovin€ imunologické,
metabolické, endokrinni a neuroendokrinni. Integrujicim zakladem vSech téchto d&u je
aktivace cytokinové sit¢ na pocatku tohoto procesu, doprovazena uvolnénim solubilnich
cytokinovych receptori. Antigenni a dal$i stimulace imunokompetentnich bun¢k inicijuje
syntézu skaly zanétlivych mediatort, cytokint, jejichz sekundarnim projevem jsou zmény v
hormonalni syntéze a aktivace syntézy APP. Tvorba cytokini tedy pfedchézi zménam APP a
zménam "stresovych" hormont a je s nimi v kauzalni souvislosti. Z klinického pohledu by
stanoveni cytokinil u vysoce rizikovych pacientli mohlo pfinést asngjsi informaci o nastupu

infekénich komplikaci nez vySetfeni APP. Dosavadni vysledky studii jsou vSak v tomto

sméru pesimistické.

Tkanové poskozeni, véetné¢ operacniho vykonu, zpisobuje bunéénou odpovéd s aktivaci
mononuklearnich fagocytli a nasledné vyplaveni cytokinli a mnoho dal§ich zanétlivych
mediator (metabolity kyseliny arachidonové, volné kyslikové radikaly, komplement,
lysozomalni enzymy atd).

Uvedené vysledky vyzkumu prokazuji, Ze efekt cytokinii zévisi vice nez na vlastni
koncentraci medidtoru na zmén¢ rovnovahy mezi synergistickymi a antagonistickymi faktory
reakce. Je tedy ovlivnén tvorbou cytokini s antagonistickym piisobenim véetné receptorovych
antagonisti a solubilnich receptorli (neutralizuji c¢asti cytokinli pfed navazanim na
membranovy receptor na cilové buniky a expresi téchto receptorti na cilové bunce). Stale vice
experimentalnich praci prokazuji nezbytnost kontrolované regulace poméru cytokini a jejich
inhibitort (133,134,135). Velky pozornost se vénuje na vyzkum faktort které inhibuji rozvoj
septické reakce:receptorovy antagonista IL-1(IL-1ra), solubilni receptory TNF, IL-2, IL-6
(sIL-R a sIL-6R), IL-4 a IL-10.
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Vlastni soubor:

Cilem studie bylo zhodnotit dynamiku a diagnostickou validitu vybranych pro- a
protizanétlivych cytokinli a cytokinovych receptori pfi nekomplikovaném poopera¢nim
pribéhu. Udaje byly nisledn& porovnavany s vysledky ziskanymi u septickych pacientd a
dalSich pooperacnich komplikaci. Klinicky zaméteny cil pak vychazel z podrobnéjsiho
poznani a srovnani dynamiky jednotlivych cytokinil a solubilnich cytokinovych inhibitorii v

¢asném poopera¢nim obdobi.

Mezi sledovanymi parametry je trojice cytokini, zodpovidajicich za stimulaci jaterni syntézy
APP - vedle interleukinu (IL)-6 i tumory nekrotizujici faktor (TNF) alfa a IL-1beta. Jednim z
cilt studie bylo posouzeni vzajemnych ¢asovych vztaha téchto skupin ukazateld v klinickych
podminkach s otdzkou, zda je mozné event. Casovy posun predpoklddany mezi nastupem

cytokinii a APP vyuzit v klinické diagnostice (1).

Vybrany byly tedy ty parametry, u kterych je podle naSich ptedchozich zkuSenosti mozné s
dostatecnou piesnosti stanovit plazmatické hladiny v klidovych i1 zanétlivych stavech. Na
zaklad¢ literarnich udaji 1 vlastnich zkuSenosti, pfedmétem vyzkumu byla dynamika
plazmatickych hladin téchto cytokint: TNFa, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, ale také
solubilnich receptorti IL-2 a IL-6 (sIL-2R a sIL-6R) a receptorového antagonisty IL-1 (IL-
Ira).

Vybér pacientii a metodika

Klinické studie byla realizovana na I. chirurgické klinice 1. LF UK ve spolupraci s Ustavem
klinické imunologie 1. LF UK. Zpracovani vzorki a méfeni sledovanych parametrii bylo
provadéno autorem na Ustavu klinické imunologie I. LF UK Praha. Pro studium dynamiky

cytokinil po opera¢nim vykonu byly vybrany nésledujici skupiny pacientt:

1. Pacienti po radikdlnim resekénim vykonu tlustého stieva pro karcinom (20 osob, muzi /

zeny 11/9, primérny vék 58 £ 9r.)

2. Pacienti po radikdlni hemipankreatoduodenektomii pro karcinom hlavy pankreatu (17

osob, muzi/ zeny 10/7,52 £ 7 r.).

3. Pacienti s prokdzanou nitrobfiSni sepsi (18 pacientil), podle kriteria sepse R.C.Boného.
V této skupiné byly zafazeni pacienti se sterkordlni peritonitidou (11), s tvorbou nitrobtiSni
abscesu pfi akutni pankreatitidé¢ (3) a bilidrni peritonitidou (4). Hodnoty sledovanych

parametrl se u téchto pacientt statisticky nelisily.
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4. Kontrolni soubor zdravych osob (25 osob, muzi / zeny 15/10,30 £ 5.)
Vybér pacientti 1. az 3. skupiny byl zvolen z nasledujicich divodu:

1. I. chirurgicka klinika se zaméfuje na operativu zhoubnych nadorti pankreatu a nadort

kolorekta. Proto bylo mozné vytvofit dostate¢né rozsahly soubor pacientd.

2. Jedna se o operatni vykony se zna¢nou tkanovou traumatizaci na organech vysoce
imunitné aktivnich (stfevo a peritoneum je ustiednim producentem cytokini v pooperacni
fazi).

3. Operac¢ni vykony provadi maly pocet chirurgl, to znamena, ze byla pouzita standardni,

srovnatelnd technika operace.

Vzorky zilni krve (5 ml heparinizované krve) byly od pacientli ziskdvany ptfed operaci a
nasledn¢ +12., +18., +24., +36., +48. a +72. h od zacatku operacniho vykonu. Krev byla

bezprostiedné centrifugovana pti 4°C a plazma uschovéna pii -60° C k dal§imu zpracovani.

Nasledné zjisténé hodnoty sérovych hladin cytokinl byly srovnany s hladinami 4.skupiny,
odebirané ve 24- hodinovych intervalech. Vysledky byly uvadény jako primér £SD,
statisticky zpracovany Studentsovym testem, hodnoty p< 0.05 byly povaZovany za
signifikantni. Korelace mezi individudlnimi hladinami cytokini byly analyzovany

jednoduchou lineédrni regresi.

Vyhodnoceny byly plazmatické hladiny téchto cytokinli a solubilnich cytokinovych
receptort: TNFa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, sIL-2R, sIL-6R a IL-1ra vzdy v duplikatech
vzorkil. Plazmatické koncentrace cytokind, solubilnich receptorti a uvedenych receptorovych
antagonistll byly stanoveny metodikou ELISA s pouZitim originalnich kit (Immunotech a
R&D Systems, Quantikine™ TM) pii dodrZeni firemniho postupu. Varia&ni koeficient ELISA

metod pro stanoveni cytokinid se pohyboval mezi 4,5 a 7,6 %.

Tam, kde hodnoty sledovanych parametrii dosahovaly normalniho rozloZeni, byly vysledky
vyjadieny primérem a smérodatnou odchylkou. Statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami byly analyzovany parametrickymi a neparametrickymi testy pro

konkrétni parametry.

Pro analyzu byl pouzit statisticky software STATI a STATGRAF pro Windows 98.

Statistickd vyznamnost byla hodnocena na hlading 0,05.

Koncepce studie a informovany souhlas byly schvélena etickou komisi v ramci

schvalovaciho Fizeni pfihlasek grantové agentury MZ CR.
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Vysledky

Z pacientll zafazenych do jednotlivych skupin nikdo ve sledovaném obdobi do +72. h
nezemiel. Predem byly ze statistického hodnoceni vylouceni pacienti s komplikovanym

Casnym pooperac¢nim prubéhem, kde Ize predpokladat interferenci se sledovanymi parametry.

Vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulkdch 9 az 12 a v grafech 1 az 4. Statistickd vyznamnost

rozdilu proti pfedoperacnim hodnotam, resp. proti kontrolni skupiné je uvedena na p < 0,05.

Piedoperaéni koncentrace IL-6, IL-8 a TNFo u pacienti pfed hemipankreatektomii se
statisticky signifikantné 1i8i od hodnot kontrolni skupiny. U ostatnich parametrt ptedoperacni

rozdily nejsou vyznamné.

U pacientt s resekci tlustého stieva pouze piedoperacni hladiny IL-6 odliSovaly tuto skupinu
od zdravych osob. U ostatnich prozanétlivych i protizanétlivych parametrii predoperacni

rozdily nedosahly statistické vyznamnosti na p < 0,05.

Amplituda zmén sledovanych parametri je u pacientii po hemipankreatektomii a po resekci
tlustého stfeva srovnatelna. Vyjimkou je vyvoj koncentraci solubilniho receptoru IL-2, které
u pacientl s resekci pankreatu dosahuji témét dvojnasobnych hodnot ve srovndni s druhou

skupinou.

Nejvyraznéjsi pooperacni vzestup nachazime u faktori CARS - receptorového antagonisty
IL-1 a solubilniho receptoru IL-2. Dalsi 2 faktory CARS - IL-10 a sIL-6R vSak reaguji i na

rozséhlé opera¢ni trauma jen minimalnimi zménami.

v

Minimalni vzestup zaznamenavame u plazmatickych hladin IL-1f a IL-2. Vyraznéjsi je
pooperacni elevace IL-6 a IL-8 - u obou skupin operovanych pacientli je mira vzestupu
téchto parametrti srovnatelna a vzajemné rozdily nedosahuji statistické vyznamnosti. Hladiny

IL-1PB u septickych pacientt se nelisi od hladin u nekomplikovanych pooperaénich stavi.

Vysledky ukazuji, Ze opera¢ni trauma vyrazné elevuje plazmatické hladiny IL-1ra i sIL-2R.
U obou téchto cytokinovych receptorti dosahovaly maximélni hladiny za 24 hod. po

opera¢nim vykonu az 6-nasobn¢ hladiny.

Tyto parametry spolu s IL-6 a TNFa jako prvni ze sledovanych cytokinovych ukazateli
dosahovaly maxima. Hladiny IL-2, sIL-6R a IL-10 mély pozvoln&jsi pribéh s mensi
amplitudou vzestupu, piesto se jejich maximalni hodnoty statisticky signifikantné odliSovaly

od jejich ptedoperacnich hladin.
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Mensi tkanové poSkozeni neovliviiuje hladinu IL-1 a zvySuje jen sérovou hladinu jeho

receptorového antagonisty IL-1ra. Sérova hladina IL-Ira u obou skupin chirurgickych

pacientl signifikantné koreluje s hladinou IL-6 (r = 0,76, p < 0,01).

Tab. 9 Dynamika cytokinii SIRS po resekcei tlustého stieva

Cytokin pfed |+12 hod. |+24 hod. | +36 hod. | +48 hod. | +72 hod. | zdravé
operaci osoby
IL-1B 312 | 379° | 37,6% | 36,5 | 354* | 332° | 272
(ng/l) +4.2 +8,3 +7.8 +4.8 +2.6 +4.7 +4.6
IL-6 81° | 950%° | 1125°" | 10002 | 840*° | 200°° 12
(ng/l) +12 +140 | +240 | +180 | £120 +85 +8
IL-8 39,4 | 120" | 430*" | 520°° | 480°° | 250°° | 24,2
(ng/l) +12,4 | +48 +180 | 200 | +195 +72 +8.2
TNFo 63,9 | 150*° | 205" | 180*° | 120°° | 70° 46
(ng/l) +8.9 +18 +22 +20 +16 +10 +5,3

a ... statistickd vyznamnost rozdilu proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

b ... statistickd vyznamnost rozdilu proti pfedopera¢nim koncentracim (p < 0,05)




Tab. 10 Dynamika cytokini SIRS po hemipankreatoduodenektomii

Cytokin pfed | +12 hod | +24 hod. | +36 hod. | +48 hod. | +72 hod.
operaci

IL-1B 29,8 | 38,8°" | 382" | 36,5%" | 358°" | 324
(ng/l) +4.2 +9.6 +9.4 +8.4 +7.2 +5,8
IL-6 114* | 1100*° | 1290*° | 1120°" | 980" | 300*°
(ng/l) +32 4232 | 4365 | 1340 | £165 +48
IL-8 44° | 140°° | 490°° | 548*" | 510°° | 280°°
(ng/l) +12,2 | 492 +122 | +184 | £160 +98
TNFo 64,4% | 190°° [2304°°| 200*° | 170" | 120°°
(ng/l) +8.2 +21 +64 +28 +20,7 | +76

a ... statistickd vyznamnost rozdilu proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

b ... statistickd vyznamnost rozdilu proti pfedopera¢nim koncentracim (p < 0,05)
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Tab. 11 Dynamika IL-2 a faktorii CARS po resekci tlustého stieva

Cytokin pted | +12hod | +24 hod | +36 hod | +48 hod | +72 hod. | zdravé
operaci osoby
IL-1ra 386 | 2266°° | 2288°" | 1066 " | 812" | 616°° | 344
(ng/l) +74 +314 | +481 | 4332 | +306 +86 + 66
IL-2 12,0 | 254%° | 27,1*° | 254°° | 234°° | 132 11,1
(ng/l) +37 +6,4 +4.8 +6,3 +6,2 +72 | +46
sIL-2R 573 | 2265 | 3910°° | 3854°° | 28552" | 1950°*" | 488
(ng/l) +142 | 4822 | 1945 | 4801 | 4944 | +801 | +122
sIL-6R 252 | 334° | 333* | 373" | 331° | 284* | 208
(ng/) +11,2 | 6,8 +4.2 +4.2 +5.6 +6,6 +49
IL-10 16,4 21,6 | 304°° | 362" | 33,1*" | 18,6 17,6
(ng/l) +8.6 +6,9 +7.5 +8,2 +9 4 +6,2 + 6,4

a ... statistickd vyznamnost rozdilu proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

b ... statistickd vyznamnost rozdilu proti pfedopera¢nim koncentracim (p < 0,05)
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Tab. 12 Dynamika IL-2 a faktori CARS po hemipankreatoduodenektomii

Cytokin pred +12hod | +24hod | +36hod | +48 hod | +72 hod.
operaci

IL-1ra 391 2140%° | 2226°%° | 1144°° 715° 706"
(ng/l) +31 +286 +512 +266 +214 +64
IL-2 13,8 262°° | 26,1°° | 262°° | 22,5°° | 21,6°°
(ng/l) +52 +6,2 +5.6 +7.4 +8,4 +6,9
sIL-2R 614 19442 | 22872 | 2304%" | 1955°° 1427
(ng/l) +112 +599 +855 +955 +688 +642
sIL-6R 24,5 32,5° 33,4°% | 359°%° 31,9 28,5
(ng/l) +13,4 +52 +4.4 +5.4 +4.9 +5.6
IL-10 18,6 23,8 29,6*° | 31,5°° | 28,6°° 18,6
(ng/l) +6,2 +5.1 +5.5 +6,4 +9 4 +6,2

a ... statistickd vyznamnost rozdilu proti kontrolni skupiné (p < 0,05)

b ... statistickd vyznamnost rozdilu proti pfedopera¢nim koncentracim (p < 0,05)
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Graf 1. Prubéh vybranych zanétlivych ukazatelii po resekci stieva.
Primérné hodnoty.
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Graf 2. Prubéh vybranych zanétlivych ukazatelii po resekci pankreatu. Primérné

hodnoty.

Amplituda odpovédi je u ctyt sledovanych ukazateli obdobna. Vyjimkou jsou koncentrace
solubilniho receptoru IL-2, ktery u resekce stieva dosahuje téméi dvojnasobnych hodnot

proti resekci pankreatu.

IL-6, IL-8, TNF, IL-1ra, slL-2R
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Graf 3. Dynamika vybranych cytokinii a APP po resekci stieva.

Dvouvrcholovy pribéh odrazi ¢asovy posun mezi ¢asnymi prozanétlivymi cytokiny (IL-6 a
IL-8) a jejich antagonisty (zde IL-1ra) na jedné stran¢ a hlavnimi APP (zde CRP a AAT) na

strané druhé.
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Graf 4. Dvouvrcholovy prubéh vybranych cytokini a APP po resekci pankreatu.
U obou zakroki je srovnatelnd amplituda zanétlivych parametri. Vzdjemny casovy posun
cytokini a APP zlstavd zachovan. Ndapadny je rovnéZ u obou operaci nepomér mezi
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Diskuse

Pfizniva prognodza pacientli s pooperac¢ni zanétlivou nitrobfiSni komplikaci je limitovana
vCasnou diagnézou této zavazné komplikace. Chirurg se v soucasné dobé nemiize opfit o
dostatecné senzitivni a pfitom v€asné ukazatele, které by dokazaly odlisit pocatek rozvijejici
se nitrobfiSni zanétlivé pooperacni komplikace od jest¢ nekomplikovaného casného
poopera¢niho prubéhu. Moznosti vyuziti APP v této diagnostice jsou omezeny nastartovanim
jejich syntézy v hepatocytech po stimulaci cytokiny (2). Proto z fady rliznych parametrii
systémové zanétlivé odpovédi se v soucasné dobé upiela pozornost na prvni mediatory
zanétu - cytokiny, u kterych se predpokldda dostatecnad specificita a soucasné¢ vysoka
senzitivita pro ¢asnou diagnostiku pooperacéni nitrobfi$ni sepse. Zajem se ale soucasn¢ upiré i
na nové zanétlivé parametry, jako je leptin nebo PCT, které dopliiuji mozaiku systémové

zangtlivé odpovédi po chirurgickém vykonu (3, 4, 5)

IL-1beta dosahuje maximalni hladiny jiz 12. hodinu po operaénim zakroku. Pfi
nekomplikovaném poopera¢nim pribéhu se maximalni hladiny vyznamné nelisi ve srovnani
s predopera¢nimi hladinami (6). Podle naSich zkuSenosti je vSak vyznamny rozdil
pooperacnich hladin proti hodnotdm dosahovanym v sepsi. Néasledkem masivni gram-
negativni bakteriémie nebo endotoxémie dochdzi k maximalni stimulaci produkce IL-1beta,

kterd miize vést az k nezvladnutelnému Soku a smrti organizmu.

Interpretace nékterych vysledkli experimentdlnich studii jsou stile kontroverzni. Nelze
jednoznacné souhlasit s ndzorem, Ze rozvoj pooperacnich adhezi je v zavislosti na ¢asném
vzestupu IL-1 (30 min po laparotomii). Vzestup prozanétlivych cytokind 30 min po
laparotomii je spiSe odrazem fyziologické obranné reakce organizmu na operacni trauma.
Stejné tak nazor, ze pfic¢inou signifikantné delSiho €asu trvani pooperacni atonie zaludku u
pacientl je pfetrvavajici vySsi hladina IL-1beta, neni jednozna¢ny. Domnivame se, Ze vySsi

pribéhu a jeho diisledkem je mimo jiné i pfetrvavajici zaludecni atonie.

IL-6 patii k vyznamnym prvosledovym medidtorim akutni zanétové odpovédi na tkanové
poskozeni. Indukuje sekreci dalSich cytokint druhého sledu a APP. IL-6 dosahuje maximalni
sérové hladiny do 24 h po operaci. Maximalni sérova hladina dobfe koreluje s rozsahem
woperacniho stresu«, tedy u vykonl s velkym tkadnovym poskozenim: ve srovnani s

laparoskopickou cholecystektomii jsou u resekce kolon dokumentovany 4x vyssi hodnoty IL-
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6, u gastrektomie 5x vyssi a u resekce jicnu dokonce 10 x vyssi pooperacni hodnoty IL-6 (7,
8). U stejnych operacnich vykontd hladina IL-6 signifikantn€ koreluje s rozsahem
perioperaéni ztraty krve, poctem transfuzi a délkou operacniho vykonu (9, 10). K dalSim
vyznamnym faktorim patii vliv vedeni anestézie, perioperacni analgesie a tkanova hypoxie
(11).

Pfi hodnoceni fyziologického vyznamu IL-6 je ale nutno vzit v uvahu, Ze dosahované
maximalni lokélni hladiny (napf. v tekutiné z drént) jsou az 100 x vyS$$i neZ maximalni
plazmatické hladiny. ZvySena hladina IL-6 zptsobuje i zvySenou tvorbu nitrobfi$nich adhezi
po opera¢nim vykonu v dutiné bfiSni. ZvySeny pocet adhezi se vysvétluje prozanétlivym
pusobenim IL-6, v€etné aktivace proliferace fibroblasti. Po pouziti pfedoperacni, selektivni
blokady IL-6R byl pozorovan signifikantné niz§i vyskyt nitrobfiSnich adhezi. Negativni
ovlivnéni hojeni operacni rany nebylo pozorovéano. IL-6 dobte reaguje na rozsah tkaiového
poskozeni. Podle literarnich udaji i1 dalSich naSich vysledki dosahuje u srovnatelnych

vykonil niz8ich hladin u operaci provedenych laparoskopickou technikou.

Plazmatickd hladina TNFa po nekomplikovaném nitrobfisnim vykonu kulminuje 18 hodin
po operaci a nasledné klesa 2.—3. den po operaci. Rozdil maximalni dosazené hodnoty proti
pfedoperaéni je vyznamny i u nekomplikovaného pooperacniho prib&hu. Toto zjisténi svedci

pro to, Ze pro vyplaveni TNFa neni nutny infek¢ni podnét.

Vseobecné je uvadén negativni vliv TNF na zhorSené hojeni tkani. Byl prokazan negativni
vliv TNF na hojeni laparotomie. Tento efekt je zprosttedkovan jednak pfimym piisobenim
TNF, jednak neptimo, zvySenou produkei IL-1. Nékteré studie prokazuji u pacientl se
snizenymi markery hojeni anastoméz gastrointestindlniho traktu signifikantné vyssi sérové
hladiny TNFalfa. Zajimavé bylo experimentdlni zjiSténi, kdy navozenim tolerance na
TNFalfa byl eliminovan rozdil v hojeni anastomdz vlivem zvySené hladiny tohoto cytokinu.
Pravdépodobnéjsi vysvétleni je, Ze maximalni hodnoty TNFalfa jsou odrazem probihajici

sepse, nez zndmkou Spatného hojeni anastomaz.

Poopera¢ni maximalni hodnoty IL-2 a sIL-6R dosahovaly podle nasich zkuSenosti hodnot
nachdzenych u septickych pacientti. To znamend, ze IL-2 a sIL-6 nejsou schopny odlisit
vyznamnou bakterialni stimulaci organizmu od tkanového traumatu zplisobeného opera¢nim

vykonem.

IL-2 je odpovédny za aktivaci proliferace imunokompetentnich bunc¢k (T a B buiky, NK

buiiky). V ¢asném poopera¢nim obdobi je pozorovan pokles sekrece, ktery pretrvava asi 4—7
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dnli. Pooperaéni sniZeni hladiny mizeme sledovat i u solubilniho receptoru IL-2 a odpovida

sniZené proliferaci lymfocytl v odpovédi na fytohemaglutinin.

Dosud nebyl jednoznacné prokdzan vliv rozsahu a délky opera¢niho vykonu na namétené
hodnoty IL-2. Pooperacni koncentrace IL-2 koreluji spoctem transfizi podanych
perioperané. Byl prokézan protektivni efekt H, blokatori na pooperacni pokles IL-2.
Nicméné amplituda vzestupu IL-2 po opera¢nim zakroku zlstava hluboko pod dynamikou
hlavnich prozanétlivych cytokini a naméfené hodnoty nereflektuji lokdlni tkanové

koncentrace, které maji pro efekty tohoto cytoinu rozhodujici vyznam.

Opera¢ni trauma vyrazné elevuje plazmatické koncentrace IL-1ra i sIL-2R (12). U obou
téchto cytokinovych receptorti dosahuji maximalni hladiny za 24 h po operacnim vykonu
nékolikandsobné hladiny. Tyto receptory v pooperacnim obdobi dosahuji maximalnich hladin
synchronné s IL-6 a TNFalfa, ale dosazenymi hladinami je ptevySuji. Hladiny IL-2, sIL-6R a
IL-10 maji povlovnéjsi pribéh, ale piesto se jejich maximalni hodnoty statisticky
signifikantné odlisuji od jejich pfedoperacnich hladin. IL-2 a sIL-6 nejsou schopny odlisit
vyznamnou bakterialni stimulaci organizmu od tkanového traumatu zpiisobeném opera¢nim

vykonem.

Dosud neni jasné, pro¢ maximalni hodnota sérové koncentrace IL-1ra u pacientii v septickém

Soku se Spatnou prognézou je 10 - 100 x vyssi nez u prezivajicich.

Indukce tvorby IL-1 po operaci je nasledovéana aktivaci tvorby jeho membranovych receptort
(IL-1R) v rtznych tkanich organizmu. Je zndmo, ze akcelerace tvorby membranovych
receptorl je vétsi nez vlastni produkce IL-1. Slozita regulace ptisobeni IL-1, zavisla nejenom
na hladiné IL-1, ale rovnéz na hladiné jeho solubilniho antagonisty, stejné¢ jako na
koncentraci solubilnich a membranovych receptorti ukazuje, Ze méteni plazmatickych hladin
jednoho parametru nemuze plné vystihnout aktudlni situaci pro- a protizdnétlivych ukazatel.
Kombinované vySetieni hladin prozanétlivych cytokinl (napt. IL-6, IL-8) a protizanétlivych
cytokinii (napt. IL-1ra, IL-10) a solubilnich receptorii a zejména jejich dynamika v Case
pravdépodobné umozni vystihnout u septickych pacientd okamzik, kdy systémova zanétliva

reakce ziskava autoagresivni charakter a je na mist¢ jeji farmakologicka inhibice (6).

Dynamika plazmatickych hladin IL-8 je obdobna s dynamikou IL-6 [17]. Podnétem k
produkci IL-8 je plsobeni LPS a jinych cytokint,pfedevsim TNF[I,IL-1 a INF[J, ne vSak
IL-6. Produkuji ho zejména monocyty,makrofagy a trombocyty.Pisobi prostfednictvim

specifického receptoru, ktery se nachdzi jen na neutrofylech a proto je IL-8 vyznamnym
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chemotaktickym a aktiva¢nim cytokinem neutrofilii. Byl popsédn chemotakticky efekt pro T
bunky a eozinofily.Nékteré studie popisuji IL-8 jako podpiirny faktor pro Keratinocyty a byl
popsan autokrinni ristovy efekt pro buiiky melanomu. In vivo byla popsana stimulace
angiogeneze. Tyto aktivity ukazuji na vyznamné plsobeni ve zprostiedkovani zanétlivé
odpovédi. Podobné jako IL-6 neni tento cytokin toxicky pii exogennim podani.

V cytokinové kaskad¢é zanétlivé odpovédi ma IL-10 postaveni imunosupresivniho
faktoru, ktery inhibuje nékteré Thl bunikami produkované cytokiny (IL-2, IFNy a TNFa), ale
1 monocyty produkované cytokiny (IL-1, IL-2, IL6, IL-8, IL-12), suprimuje prostaglandin E2
a superoxidovy aniont. Naopak IL-10 stimuluje proliferaci B bun€k a sekreci protilatek.
experimentalné bylo prokazano Ze neutralizace IL-10 béhem endotoxemie zvySuje produkce
TNF i mortalitu, ale podani IL-10 redukuje TNF[] hodnoty a asociované k tomu neptiznivé
efekty. [18].Indukce IL-10 ztencuje systémovou zanétlivou reakci a redukuje pomér mortalita
béhem septické peritonitidy u mysi. [19]. AvSak excesivni administrace rIL-10 ve stejnych

mySich prokdzali zvySenou mortalitu.

Plazmatické koncentrace IL-1, IL-6, IL-8 a TNF na jedné stran¢ a IL-1ra, sIL-2R, sIL-6R a
IL-10 na stran¢ druhé odrazi rovnovahu mezi prozanétlivym (SIRS, systemic inflammatory
response syndrome) a protizanétlivym (CARS, compensatory anti-inflammatory response
syndrome) potencidlem. Indexy, vychazejici z pomért téchto ukazateld vSak zatim
nepotvrdily svoji prognostickou hodnotu. Pravdépodobnym vysvétlenim je fakt, Zze
plazmatické hladiny uvedenych cytokinli neodrézi jejich skute¢nou lokélni tvorbu a tkdnovou
ucinnost, nereflektuji ani dynamiku membranovych a uvolnénych receptort v riznych fazich
zanétu. Solubilni receptory navic nepfedstavuji pouze eliminac¢ni mechanismus sniZujici
mnozstvi cirkulujicich cytokinl jejich vyvdzanim z ob&hu, naopak v nékterych situacich
pfedstavuji transportni proteiny chranici cytokin pfed urychlenou degradaci a umoziujici
jeho vazbu na cilovou buiniku. Zvlastni tlohu v této souvislosti plni AM, jeden z nejvétSich
proteini lidského séra. PrestoZze je klasicky fazen mezi APP, jeho vyznam se blizi
solubilnimu cytokinovému receptoru s Siroce zaméfenou afinitou k ftadé¢ pro- i
protizanétlivym cytokinim. AM véaze v cirkulaci fadu cytokin a hormoni. V zévislosti na
pfitomnosti dalSich faktori, které urcuji konformaci molekuly AM, dochazi bud k
proteolytické¢ degradaci cytokinu a hormonu nebo naopak ke stabilizaci jeho molekuly a

protekci pied piisobenim dalSich proteolytickych enzymd.

Tyto a dalsi skute¢nosti nemohou prosté plazmatické koncentrace cytokind, cytokinovych

receptorti a APP postihnout. Cytokiny tak ziistdvaji predevSim v okruhu zdjmu zakladniho
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vyzkumu a klinickych studii, zatimco jejich diagnostické uplatnéni v akutnich stavech, jakym
je ¢asné pooperacni obdobi, naraZi nejen na technické a finan¢ni problémy, ale i na obtizné

ptekonatelné problémy interpretacni.

Vétsina autort se shoduje ve tvrzeni, Ze pouze sériové stanoveni, nejlépe ve 12 hodinovych
intervalech v rozmezi do 72. h po vykonu, mize odlisit nekomplikovany poopera¢ni prabeh
od pocinajici sepse. Jednordzové vysetieni v tomto obdobi, pokud hodnoty nejsou vyslovené
septické, zpravidla nevystihuje smér dal$iho vyvoje hladiny, a ma tedy jenom omezené

opodstatnéni.

Problém kitového provedeni ELISA metodik pomaha vyfesit centralizace téchto vySetteni do
jednoho pracovisté v regionu nebo velké nemocnici, které je schopno jak statimového

vyhodnoceni, tak 1 odborné konzultace vysledka.

6. CYTOKINY V ROZOVOJI ZANETLIVYCH POOPERACNICH KOMPLIKACI

6.1 Cytokiny jako spoustéci proteiny pooperacniho multiorganového selhani

Operacni zékrok, stejné jako kazdy jiny nociceptivni podnét (infekce, popéleniny,
pankreatitida, trauma apod.) spousti kaskadu imunologickych, neurologickych, endokrinnich,
metabolickych a kardiovaskuldrnich zmén v ramci systémové odpovédi organizmu na
naruSeni integrity. Tyto zmény, souhrnné oznacované jako reakce akutni faze, znamenaji
nastartovani obrannych a reparacnich procest. Systémovym nespecifickym charakterem ale
znamenaji pro pacienta i nezanedbatelné riziko doprovodnych komplikaci (hyperkoagulacni

stav, komplikace protrahovaného stresového hyperkortisolismu apod. (136).

Na inzult systétmové povahy (napf. na generalizovanou infekci, ozafeni) organizmus
fyziologicky odpovida celotélovou (systémovou) zanétovou odpovédi (SIRS, systemic
inflammatory response syndrome). Systémova zanétova odpoveéd’ je odpovédi obrannou, ale
v fad€ piipadll nabyva autoagresivni charakter projevujici se komplexni alteraci homeostazy.
Hranice, kde zacina autoagrese, tj. rozmezi mezi fyziologickou intenzivni, ale regulovanou
odpovédi na siln€jsi podnét a patologickou dysregulovanou reakci, je Sirokd a klinickymi

parametry obtizné€ definovatelna.
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SIRS piedstavuje akutni ohroZeni organizmu, obrannou odpovéd organizmu se snahou
lokalizovat a eliminovat exogenni nebo endogenni patogen infekéniho (sepse) nebo
neinfekéniho pivodu. Je komplexnim naruSenim homeostdzy a destruktivnim postizenim
organizmu vlastni obrannou odpovédi. K monitorovani SIRS, resp. sepse se vyuziva skore
integrujici vitdlné vyznamné klinické a laboratorni parametry (APACHE 11, III, TISS apod.)
ve snaze anticipovat pfechod do stadia multiorgdnového selhani (MODS, multiorgan distress

syndrome).

Jako sepse je oznaovan SIRS s dokumentovanou infekci. Pojem tézka sepse je vyhrazen SIRS

infek¢ni etiologie s alteraci kardiovaskularniho systému.

SIRS mitize vyustit ve stav multiorgdnové dysfunkce - situaci, kdy orgdnové funkce nejsou
dostaCujici pro udrzeni homeostdzy. Syndrom multiorganového selhani (MODS) je
systémovou hemodynamickou poruchou vedouci k hypoperfuzi orgdnd, tkanové hypoxii,
event. ke smrti organizmu. Porucha hemodynamiky pii MODS v disledku tézké sepse ma
charakter kapacitni nerovnovéhy (vazodilatace, hypovolémie), na tkanové urovni vznika
nerovnovdha bilance dodavky a spotieby kysliku. Zmény plvodné kompenzacniho
charakteru pfechazi v reverzibilni, posléze ireverzibilni dekompenzaci s letadlnim vyusténim.
V rozvinutych fazich se jednd o uniformni sled zmén mikro- a makrocirkulace, metabolizmu,
neuroendokrinniho systému atd. MODS je pfi¢inou vysoké, prakticky neklesajici mortality
pacientli se syndromem systémové zanétlivé odpovédi (kolem 25% hospitalizovanych se

SIRS na jednotkach intenzivni péce).

Prvnimi pozorovanymi zndmkami obranné reakce po inzultu jsou, nezéavisle na etiologii,
lokdlni a systétmové hemodynamické zmény zpisobené vazodilataci nebo
vazokonstrukci.V regulaci téchto déji sehravd systémové dominantni uUlohu sympato-

adrenalni aktivace.

Reakce endotelovych bunék na stimulaci ma pak univerzalni mechanizmy, primarni reakci je
produkce protektivnich mediatorii (aktivator plazminogenu tPA, heparinu podobné latky,oxid
dusnaty a prostacyklin). Siln¢jSim podrazdénim dochéazi ke kontrakci bun¢k na bazalni
membrang, deskvamaci starych bunck a vzniku intracelularnich mezer se vznikem
trombogenni intimy (120, 127). Endotelové buiiky jsou rychle aktivni, avSak aktivita bez
dalsi stimulace béhem nékolika desitek minut odezniva. Pokud vSak inzult ptetrvava déle nez
nékolik hodin, dochazi postupné k plné aktivaci monocyti a maktofagh a produkci fady
cytokinll s nastartovanim kaskady zanétlivé odpoveédi (7 ,53, 89). Efekty cytokinii se ¢asto

prekryvaji, dopliuji a pres fadu jednoduchych a slozZitych spétnovazebnych mechanizml na
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raznych Grovnich vzdjemné ovliviuji, jak jiz bylo uvedeno. V souvislosti se vznikem sepse a
MODS se nejcastéji hovoii o IL-1, IL-6, TNFa a INFy (10, 13). Cytokiny ve spojeni
s neuroendokrinnim systémem maji klicovou tlohu v metabolické odpovédi organizmu na
chirurgicky vykon a v pfechodu od nekomplikovaného hypermetabolizmu k terapeuticky

velmi obtizné ovlivnitelnému organovému selhani.
Vybér pacientii

Rozdilné vysledky publikovanych studii pti pouziti stejného 1écebného postupu jsou
¢asto diisledkem rozdilnych kritérii, ktera 1ékat voli pro zafazeni pacienta. Zadna z dosud
publikovanych studii nevyzadovala k zatazeni pacienta do septické skupiny pozitivni
hemokulturu. Vybér pacienti se opird predevS§im o klinické znamky sepse — hypotenzi a
rizny stupeil organové dysfunkce. Pouziti klinickych ukazatell je nezbytnosti, protoZze vice
nez 50 % septickych pacientli nema aktudlné bakteriémii a je skuteCnosti, Ze té¢zka infekce je
pouze jednou strankou patogeneze sepse. Zakladem pro vybér jsou vSeobecné uznavana
kritéria syndromu systémové zanétlivé odpovédi (SIRS), ptijatd v roce 1992 a opirajici se o
Ctyfi parametry: télesnou teplotu, srde¢ni frekvenci, dechovou funkci a hladinu leukocyta.
Pozadovana kritéria SIRS ale spliluje vétSina pacientii jednotek intenzivni péce a ziejmé
dokonce néktefi ambulantni pacienti. K dalSimu mateni pojmi pfispiva misty uzivané déleni
na »sepsi«, »tézkou sepsi« a »septicky Sok«. Vysledkem jsou dalsi ptekazky pti srovnavani
a hodnoceni jednotlivych studii. Nej€astéjSimi pozadavky pro zafazeni pacienta do testované
skupiny jsou: klinické znamky tézké infekce, teplota > 38 stupnit C nebo < 36 stupiiti C,
srdecni frekvence > 90/min, tachypnoe > 20/min nebo mechanicka ventilace, systolicky tlak
< 90 torr nebo setrvaly pokles o 40 torr. nereagujici na 1écbu, dysfunkce 2 a vice organti (s

hypoxémii, oligurii, trombocytopenii, alteraci CNS apod.).
Vlastni soubor:

Na 1. chirurgické klinice VFN jsme vySettili 18 pacientl s prokazanou nitrobiisSni sepsi,
vsichni spliovali kriteria sepse dle R.C.Boneho. V této skupiné byli zafazeni pacienti se
sterkoralni peritonitidou /11/, s tvorbou nitrobfiSniho abscesu pii akutni pankreatitidé /3/ a
biliarni peritonitidou /4/. Vzhledem k velikosti souboru nebyla moznd vzajemna statisticka

analyza téchto skupinek pacientt. Sledovali jsme u téchto pacientti IL-1, IL-6, IL-8 a TNFo.

Absolutni hodnoty vySetfovanych markeri se v této skupiné vzéjemné vyrazné nelisily (Tab
13). Sledované hodnoty nebyly déle sledovany v €ase ani v zavislosti na terapii. Méteni byla

provadéna ve stadiu rozvinuté sepse a méla vyznam pro utvoifeni modelové situace-
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maximalni stimulace obranné reakce organizmu. Pfedpokladali jsme, Ze tato modelova
situace je jiz spojena s dysregulaci produkce cytokinl, jejich solubilnich receptorti a

receptorovych antagonistu.

6.2 Ptinos cytokini v diagnostice pooperacni nitrobriSni sepse

Priimérnd hodnota IL-6 u plné rozvinutého septického stavu dosahovala 3258 £98 ng/1 a byla
statisticky signifikantn€ vyssi p< 0.01 ve srovnani s hladinou ve 24. hodiné po vykonuu 1. a

2 skupiny.

Hladina IL-13 dosahovala v sepsi 41.2 = 8.2 ng/l. Tato hladina signifikantné neliSila od
hladiny ve 12 hodin¢ po vykonu u pfedchozich 2 skupin.

Primérnou hladinu IL-8 u septickych pacientli jsme naméfili 916 + 322 ng/l, na p< 0.05

signifikantné vyssi proti hladindm 36. hodiny u nekomplikovanych pacientt.

Hladina TNFa v septickém obdobi dosahovala 416 £225 ng/l a byla na p < 0.05 vyssi ne

maximalni hladina /tj. 18. hodina po operaci/ u nekomplikovanych skupin.
Dosahované hladiny cytokini u septickych pacientu uvadime v tab.13.

Tab.13 Hladiny vybranych cytokini u septickych pacienti

Cytokin Pooperacni sepse Zdravé osoby
IL-18 (ng/l) 41,2 £8.2 27+4.6

IL-6  (ng/l) 3258 + 1845 12£38

IL-8  (ng/l) 916 + 322 242 +83
TNFa (ng/l) 416 £ 225 46 +£5.3

Diskuze

Je znamo, Ze cytokiny a ostatni mediatory ptisobi ve slozitych sitich a kaskadach. Ulohy
cytokinii se mnohdy ptekryvaji a je téZké oznalit jeden medidtor za hlavni a klicovy.
Nicméné pravé TNFa je povaZzovan s vysokou pravdépodobnosti za rozhodujici mediator pfi

rozvoji sepse, a to na zaklade¢ téchto fakth:
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e Hladiny TNFa jsou zvySené u vétSiny septickych nemocnych,

e Koncentrace TNFa rychle stoupa po aplikaci endotoxinu v experimentu na

zvifatech,

e Aplikace vysokych davek TNFo v experimentu na zvifatech vyvolava

ptiznaky podobné septickému Soku.

Prozanétlivé cytokiny, IL-1, IL-6 ,IL-8, INFy, pravdépodobné nemaji tak zasadni postaveni
v rozvoji patogenetickych mechanizmti sepse a MODS a jejich ucinek se zdd spiSe
modulujici. Vysokéa plazmatickd koncentrace TNFa je signifikantni pro rozvoj MODS, ale
rovnovaha mezi TNFa a jeho inhibitory. Biologicka signifikace vysoké plazmatické hladiny
ptirozenych TNFa inhibitorti je dosud nejasni, kromé& neutralizace biologické aktivity

TNFa.

Casna detekce pooperacni zanétlivé komplikace, to znamena jest€¢ pred zafixovanim
disledkt neregulované produkce zanétlivych medidtorti, méa zcela zasadni vliv na prognozu

terapeutického zasahu.

6.3 Srovnani tdloh vybranych cytokini a APP b&éhem inzultu

Hladiny cytokin a APP jsou v tésném poméru, jak ke systémové reakci organizmu na
zanétlivy podnét a k anatomickému rozsahu zanétlivé tkané, tak k aktivit¢ imunitni reakce.
Ale chirurgicka operace také zplsobuje vzestup jak cytokinovych (hlavné IL-6), tak APP
hladin. [5]. I kdyz védecké a klinické studia ukazaliy tyto odpovédi, pfesny mechanizmus
iniciace, regulace a udrzovani této stresové reakce prozatim neni objeven. Nedavno byly
prostudovani interakce mezi imunitni a neuroendokrinni systémy. Tento komplex interakce
mezi prozanétlivymi cytokiny a hypothalamo-hypofyzo-adrendlni osou (Castecny
synergismus, ¢astecny antagonismus) podminiuje APP syntézu v jatrech a elevaci sérovych
hladin CRP, a1 AT, au-acid glycoproteinu a jinych APP. PiestoZe mozZna ucast
disbalance mezi prozanétlivymi cytokiny, zanétlivymi cytokiny, solubilnimi cytokinovymi
receptory a  APP, vrozvinuti pooperacni stresové odpovédi byl  predpokladan,

patofyziologicky vyznam téchto faktord neni zcela jasny.

Odpovéd’ akutni faze je zpuSténa zanétlivymi mediatory — cytokiny, zvlasté TNF a

IL-1 [4], centrdlni ulohu ma vtéto odpovédi IL-6 ( napf. vindukci syntézy APP
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v jatrech.).Ve srovnani s CRP (kulminuje na 3. den v nekomplikovanych pacientech), IL-6 je
vylu€ovan v ¢asné obdoby faze akutni odpovédi (18-24hod.). Prestoze CRP je povazovan za
uzitecny klinicky indikator akutniho zanétu [6], jeho hladiny jsou zvySeny pozdéji nez IL-6 a
TNF. Produkce APP v hepatocytech mtize byt zhorSena dysfunkci jater a proto APP mohou
byt nespolehlivym parametrem u nékterych nemocnych s chronickou nemoci jater.
Monitorovani IL-6, TNF a IL-8 ma nejvyssi diagnostickou hodnotu 72.hodinu po operaci [7].
Je znamo, ze, spiSe perzistence TNF [8,9] a IL-6 v séru, nez jejich vrcholové hodnoty, ukazuji

na iniciaci sepse a predpovi Spatny vysledek u septickych nemocnych[10,11].

Z hlediska kvantitativnich zmén po intenzivnim zanétlivém nebo jiném nociceptivnim stimulu

muizeme odlisit 3 skupiny pozitivnich APP:
e vzestup koncentraci kolem 50% (ceruloplasmin, C3 a C4 slozka komplementu)

e vzestup koncentraci 2-4x (alfaj-antitrypsin, alfa;-antichymotrypsin, haptoglobin,

fibrinogen)
e vzestup koncentraci az 1000x (CRP, serovy amyloid A)

U nékterych zanétlivych onemocnéni mohou byt urcité APP aktivngji katabolisovany nez u
nekomplikovaného pribéhu zéncétu. Disledkem je neproporcionalné nizs$i koncentrace
vzhledem k aktivité zanétu, posuzované podle dalSich ukazateld. To plati zejména pro
haptoglobin a hemopexin (pfi hemolyze), pro fibrinogen (za pfitomnosti intravaskularni
koagulace) a pro o;-antitrypsin (u vaskulitidy s uvolnénim leukocytarnich enzymt). Takova
disharmonickd odpovéd’ muize svédcit pro pfitomnost komplikaci zdkladniho onemocnéni, ale
snizuje validitu jednotlivych proteinii jako markert aktivity zanétu.

Pro odhaleni c¢asné pooperacni septické komplikace je nejlepsi sledovat nasledujici
parametry: CRP a o1 AT po 72 hod. My doporuCujeme pozorovat tyto parametry

v nemocnych se zvySenou nebezpeci pooperacni septické komplikace.

Hladiny proteini akutni faze stejné jako hladiny cytokinii odrdzi systémovou zanétlivou

wvrwe

trauma, krvaceni, infekce) (4). V rozvaze u lizka pacienta, které z vySetfovacich metod dat
prednost, je tieba zvazit nasledujici aspekty:

- fadové kratsi polocas cytokini miize vést k "falesSn¢" negativnim vysledkiim v pozd¢jsich
fazich zanétlivé odpovédi, na druhou stranu umoznuje difive zachytit ¢asné zmény - zejména

v periopera¢nim obdobi;
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- spektrum APP poskytuje 1 dal$i informace - nutriéni stav, ptipadnad hemolyza (haptoglobin,

hemopexin), sideropenie (transferin), hyperkoagulace (fibrinogen) ;

- rozdilnd dynamika jednotlivych APP, Casnych a pozdnich reaktantti, spolu s rozdilnymi

vvvvvv

- destickové ELISA metodiky méfeni cytokini nejsou vhodné pro statimové rutinni
vyhodnoceni, které jediné ma pro chirurga diagnosticky vyznam; nové zavadéné sety jiz tento

zasadni problém fesi a umoznuji i stanoveni jednotlivych vzorki v redlném Case;

- stanoveni APP nefelometrickou analyzou je vyrazné levnéjsi nez stanoveni cytokini ELISA

metodikou, je dostupnéjsi i v mensich zdravotnickych zatizenich;

- analyza APP je méné naro¢na na podminky odbéru a zpracovani vzorku krve, odbér na
cytokiny vzhledem k jejich rychlé degradaci ex vivo vyzaduje po odbéru krve jeji

bezprostiedni zpracovani.

Dynamika zmén APP v priibéhu reakce akutni fize odrdzi s pfislusSnym casovym posunem

aktivaci cytokinové kaskady a vzestup hladiny cytokint (Tab 14).

Fyziologické uloha nékterych APP neni zcela objasnéna. Nepochybny je ale predevsim jejich
diagnosticky vyznam zejména v urgentni medicin€. Toto postaveni si zachovavaji i v dobé
zavadéni rutinnich metodik stanoveni plasmatickych koncentraci cytokind. Naopak
kombinace vysetieni hladin vybranych cytokinti s APP poskytuje plasti¢téjsi obraz odpovédi

organismu na operacni trauma a pfispiva k diferencidlni diagnostice pooperac¢nich komplikaci.



Tab. 14 Diagnosticka vytéznost APP (132)
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protein

reaktant akutni faze

dalSi diagnosticky
vyznam

geneticka
abnormalita

alfa;-antitrypsin

pozitivni, ¢asné
zmeény

hepatocelul karcinom
(vzestup)

emfysém, hepatopatie
novorozenctul,
degenerativni artritis,
fibréza pankreatu

alfa;-kys.glykoprotein

pozitivni, Casné
zmény

alfa,-makroglobulin

minimdalni dynamika

haptoglobin pozitivni, pozdni hemolyza (pokles) - |fada subtypii, bez
zmeény hemorhagicka klinické
pankreatitida, symptomatologie
porfyrie, hemolytické
anémie
ceruloplasmin pozitivni, pozdni syndrom
zmeény hepatolentikularni
degenerace
(Wilsonova choroba)
hemopexin pozitivni, nevyrazné |hemolyza (pokles) - -
pozdni zmény viz haptoglobin
C reaktivni protein  |pozitivni, Casné -
zmeény (az 1000-
nasobny vzestup)
albumin negativni, pozdni exsudativni -
zmeény enteropatie,
proteinurie,
hepatopatie,
malnutrice, diluce pfi
infuzich (pokles)
prealbumin negativni, casné malnutrice, -
zmeény katabolismus,
hepatopatie (pokles)
transferin negativni, casné sideropenie (vzestup) |vrozena
zmény . atransferinémie
malnutrice,
hepatopatie (pokles),

kvalitativni zmény
(asialotransferinémie)
u alkoholikil
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7. PROCALCITONIN JAKO UKAZATEL BAKTERIALNIHO ZANETU

Prokalcitonin (PCT) je protein s molekulovou vahou 13 kD.Plazmatickd Koncentrace u
zdravého organizmu je niz$i nez 0.1 ng/mla polocas rozpadu in vivo je asi 25-30 hod.

(137,138).Vzestup sérové hladiny PCT je indukovéan bakteridlnim zanétem,sepsi a MODS.
PCT detekovatelny v plazmé b&hem zanétu neni tvofen C-buinikami $titné Zlazy. Dynamika
zmén pii zanétu ma stejny charakter i u jedincti po tyreoidektomii. ,,Zanétlivy* PCT
pravdépodobné vznika v neuroendokrinnich bunkach plic nebo stfeva. Hlavnim stimulatorem
jeho tvorby jsou casné prozanétlivé cytokiny,zejména IL-1, a IL-6. Sekrece PCT je
indikovana rozsdhlym opera¢nim vykonem (139). Pfesto signifikantné¢ vysoké hladiny PCT
po nekomplikovaném rozsahlém opera¢nim vykonu byly fadové niz§i nez pii probihajici
sepsi. Nejvyssich plazmatickych hladin dosahuje PCT u akutnich bakterialnich infekei a pti
sepsi. PCT je vysoce selektivni vic¢i systémovému bakteridlnimu zanétu, nikoliv k lokalni
infekci. Vyhodou PCT je uvadéna schopnost odlisit bakteridlni zanétlivou odpovéd
organizmu od nezanétlivé systémové reakce. Na rozdil od cytokini akutni faze zanétu (
TNF[, IL-1,IL-6), jejichz sérové hladiny jsou efektivné sniZovany pfitomnosti piirozenych
inhibitord,vétSinou solubilnich receptorti [24piehledovy c¢lanek], u PCT zadna publikovana
data nedemonstruji podobné mechanizmy regulace jeho hladin.U pacienti s chronickymi

zanétlivymi chorobami (revmatoidni artritis) nebyly nalezeny zvysené hodnoty PCT.

Dosavadni studie neprokéazaly, Ze by se plasmaticky PCT vézal s vyznamnéjsi afinitou na
bunécné receptory kalcitoninu, a nebyly nalezeny ani specifické receptory pro PCT. Piestoze
je nepravdépodobné, Ze by organismus v prib¢hu zanétu plytval proteosyntetickou kapacitou
na tvorbu afunkéniho medidtoru, nebyl do soucasné¢ doby podéan diikkaz o fyziologické uloze
plasmatického PCT. Dosavadni hypotézy, opirajici se o zvifeci modely nebo o experimenty in

vitro, se zam¢efuji na potencialni tlohu PCT v nasledujicich oblastech:
e metabolismus kalcia

e cytokinova sit’ a modulace syntézy oxidu dusnatého

e analgeticky tcinek

Hypotetickd uloha PCT v regulaci metabolismu kalcia a fosfatii v priitbéhu sepse vychazi ze

strukturdlni podobnosti PCT a hormonu kalcitoninu. PCT obsahuje aminokyselinovou
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sekvenci kalcitoninu. Podobnost primarni struktury proteinového fetézce je ale méné
vyznamna nez zietelné odliSnosti sekundarni a tercidlni struktury. Tvar molekuly kalcitoninu
je formovén disulfidickym mustkem mezi cysteinovymi zbytky na 1. a 7. pozici. Takto
utvofeny cyklus 7 aminokyselin na N-konci spolu s hydroxylovanym prolinovym zbytkem na
C-konci ptfitom umozituje vysoce afinni vazbu kalcitoninu na cilovy receptor. N-terminalni
fragment zachovany v molekule PCT brani vzniku tohoto disulfidického mistku. To
vysvétluje 1 dosavadni experimentalni vysledky podle kterych se plasmaticky PCT nevéaze na
receptory pro kalcitonin. Vztah mezi PCT a metabolismem kalcia a fosfath nebyl dosud
prokazan. I kdyz u septickych pacientli dochéazi ¢asto k hypokalcémii, hladiny kalcia a fosfatt

s hladinou PCT vyznamné nekoreluji.

Zapojeni PCT do cytokinové sit¢ by mélo opodstatnéni. Cytokiny hraji rozhodujici roli
vregulaci syntézy PCT béhem zénétu a hladiny hlavnich prozanétlivych cytokini u
septickych pacientli vyznamné koreluji s hladinou PCT. ZvaZzuje se i moznd tloha PCT
v modulaci tvorby oxidu dusnatého, kde se prozanétlivé cytokiny rovnéz uplatituji. Dlkazy

ale zatim chybéji.

Jedna z poslednich studii ptrisuzuje PCT tulohu ,nesteroidniho analgetika® béhem zanétu.
Radu let je znam analgeticky efekt kalcitoninu a terapeuticky zejména u osteolytickych
metastaz vyuzivan, i kdyz jeho mechanismus neni zcela jasny. Podobné by se mohly uplatnit i
vysoké hladiny PCT pfi zanétu. In vitro byl prokazan pokles koncentrace tromboxanu B, po
ptidani kalcitoninu nebo PCT. Efekt je zavisly na koncentraci obou hormonti a je vyraznéjsi u
PCT nez u kalcitoninu. K vyznamnému snizeni koncentrace tromboxanu dochazi jiz pti
hladinach, které jsou u pacientd obvykle dosahovany. Tento ucinek, pravdépodobné dany
inhibici prostaglandin-G,H-syntetazy, podobny pulsobeni nesteroidnich analgetik, pfitom

nevyzaduje vazbu hormonu na bunéény receptor.

Ulohu PCT jako ,,pozitivniho“ faktoru v zanétlivé odpovédi zpochybiiuji vysledky recentni
studie. Je zndmo, Ze pfetrvavajici elevace hladiny PCT u septickych pacienti svéd¢i pro
Spatnou prognozu. Piitom je hypoteticky mozné, ze PCT tuto Spatnou prognozu nejen
reflektuje, ale pfimo se na ni dosud nezndmym mechanismem podili. Experiment, pii kterém
byl pokusnym zvitatim pii sepsi doddvan exogenni PCT, prokazala zvySeni jejich mortality
ve srovnani s kontrolni skupinou zvifat s navozenou sepsi bez podani PCT. Podobné blokada

endogenni tvorby PCT mortalitu septickych zvifat signifikantné snizila (140).
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Hladiny PCT v riznych patologickych stavech

Nejvyssich plasmatickych hladin dosahuje PCT u akutnich bakteridlnich infekci a pfi sepsi.
Plasmaticka hladina PCT se zvySuje u bakteridlnich infekci s celkovou zéanétlivou reakci.
Lokalni bakteridlni zanéty, stejné¢ jako opouzdiené abscesy PCT vyznamné nezvySuji.

Zvyseni hladiny je imérné typu a rozsahu zanétu (tab. 15).

PCT se nezvySuje nebo jen mirné u zanétl virovych a autoimunitnich a u neoplastickych
projevli. Kromé bakteridlnich zanétd jsou vysoké plasmatické hladiny PCT popisovany i u
medularniho karcinomu §titné zlazy nebo u malobunééného karcinomu plic, kde se jedné o
paraneoplastickou produkci. ZvySené hladiny PCT jsou déle zndmy u pacientil s renalnim
selhanim. Vylouceny byly nejriznéjsi 1ékové interakce, hladinu neovliviluje ani vlastni

operacni trauma ani extrakorporalni ob¢h.

Pti tézkych bakterialnich infekcich dosahuji plasmatické hladiny PCT az 1000 pg/l. Normalni

koncentrace v plasmé nebo v séru u zdravych jedinct pfitom neptesahuji 0,5 pg/l (tab. 16).

Pokles hladiny PCT na konci akutniho zanétlivého obdobi je ovlivnén dlouhym plasmatickym

polo¢asem proteinu ve srovnani s vyrazné krat§im polocasem eliminace cytokind.

Tab. 15 Hladiny prokalcitoninu v zanétlivych stavech

<0,5 ng/l zdravé osoby

0,5-1 pg/l chronicky zanét

0,5-2 pg/l virdza (hepatitis B)

0,5-2 pg/l lehka, lokalizovana bakterialni infekce
5-20 pg/l SIRS

10-1000 pg/l sepse, multiorganové selhani

SIRS = syndrom systémové zanétlivé odpovédi
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Tab. 16 Hodnoceni plasmatickych koncentraci prokalcitoninu

<0,5 pg/l normalni hodnoty
0,5-2 pg/l mirné zvySeni

2-30 pg/l vysoké hodnoty
30-100 pg/l (a velmi vysoké hodnoty
vyssi)

Vybér pacientii pro stanoveni prokalcitoninu

Pro sledovani dynamiky sérovych hladin PCT v poopera¢nim obdobi jsme pouZili vzorky

stejného souboru jako pro cytokiny.

Sérova hladina  PCT byla stanovena imunoluminometrickou analyzou v duplikatech
(LUMItest ® PCT Kit Brahms) ve spolupraci s imunologickou laboratofi VFN. Statistické
zpracovani bylo vyhodnoceno pocitacovymi programy Stati a Statigraf-neparového a parového

T Testu a analyzou rozptylu ANOVA.
Vysledky

Vychozi (pfedoperacni) hladiny prokalcitoninu byly stejné u 1. a 2. skupiny a signifikantné se
neliSily od sérovych hladin u zdravych osob. V prvnim ptipad¢ (1. a 2. skupina) koncentrace
PCT pohybovala v rozmezi 0.3+0.2ng/ml. U zdravych osob koncentrace PCT byla naméfena
v hodnoté¢ 0.2 £0.1ng/ml. Sérové hladiny PCT dosahovaly nejvysSich hodnot 24. hodinu po
nekomplikovaném resekénim zdkroku 1.240.5ng/ml u 1. skupiny a 1.3£0.6ng/ml. u 2.
skupiny. Tyto hodnoty se statisticky vyznamné liSily od pooperacnich septickych sérovych
hodnot PCT (P<0.01). Hladiny PCT u pacientd s pooperacni sepsi dosahovaly v pribchu
44 5ng/ml. (Tab. 17, 18).

Tab.17 Dynamika PCT po resekci tlustého stfeva — pritmérné hodnoty

Pred +12 +24 +36 +48 +72 Pooper. | Zdravé
operaci | hod. hod. hod. hod. hod. sepse osoby
PCT 0.3 1.0 1.1 0.9 0.7 0.4 44.5 0.2

ng/ml




Tab. 18 Dynamiky PCT po hemipankreatoduodenektomii — priiomérné hodnoty
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Pred +12 +24 +36 +48 +72 Pooper. | Zdravé

operaci | hod. hod. hod. hod. hod. sepse osoby
PCT 0.3 1.1 1.2 1.0 0.8 0.6 44.5 0.2
ng/ml

8. LEPTIN - NOVY ZANETLIVY UKAZATEL

Leptin je hormon a reaktant akutni faze s pleiotropnimi efekty v klidovém 1

zanétlivém obdobi. Efekty leptinu v reakci akutni faze pravdépodobné zahrnuji i
modulaci stresové hypotalamo-pituito-adrenalni osy. V této praci hodnotime dynamiku
akutnich zmén leptinu a glukokortikoidi v modelovych situacich infek¢éni a neinfekéni
zangtové reakce.
Leptin byl identifikovan pfed n¢kolika lety jako produkt Ob genu lokalizovaného na 7.
lidském chromozomu. Leptin je tvofen piedevsim tukovymi buiikkami a endokrinnimi
ucinky je zapojen do mechanismu regulace mnozstvi télesného tuku a udrzeni télesné
hmotnosti. Receptory pro leptin jsou exprimovany piedev§im v hypotalamu, ale jejich
pfitomnost byla prokdzana i v fad¢ dalSich tkani. Prostfednictvim svych receptorti leptin
indukuje fadu metabolickych, psychickych a endokrinnich déju.

U mysi s vyfazenou syntézou leptinu nebo receptoru pro leptin dochéazelo k
excesivnimu narustu télesné hmotnosti pokusnych zvifat spolu s rozvojem inzulinové
rezistence. Navzdory témto experimentdlnim poznatklim se ale nepotvrdily pfedstavy o
naruSené sekreci leptinu jako etiologickém faktoru tzv. primarni obezity u lidi (152).
Hladiny leptinu jsou prakticky u vSech obéznich pacientli zvySené, vyrazné koreluji s
body mass indexem (BMI) a s mnozstvim télesného tuku (163). Obezita spojend s
defektni tvorbu leptinu nebo jeho receptoru u lidi je v literatufe zndma jen z nékolika

kazuistik.




V  poslednich letech pfibyvaji znalosti o plsobeni leptinu v riiznych
fyziologickych i patologickych situacich. Vedle své zdkladni role regulatoru mnozstvi
télesného tuku a piijmu potravy je leptin nove fazen i mezi medidtory reakce akutni faze
ovliviiyjici neuroendokrinni déje systémové zanétlivé odpovédi. In vitro na bunéénych
liniich 1 v experimentu na zvifeti bylo prokazéano, Ze exprese leptinu je stimulovana
fadou zanétlivych faktorl. Zcela nejasna ale zlistava tloha leptinu v téchto stavech.

Piedevsim se predpoklada, ale experimentalné to nebylo jasné doloZeno, Ze
vzestup leptinu v pribéhu systémové zanétlivé reakce ptispiva k anorexii a kachexii,
ktera doprovazi akutni a chronické zanétlivé stavy (169). Stejné tak leptin s vlastnostmi
endogenniho pyrogenu muiZe prostfednictvim svych receptori v hypotalamu potencovat
pyrogenni efekt IL-1. Kone¢né stimula¢ni hematopoeticky efekt leptinu na prekurzory
lymfocytarni fady (159, 160) a jeho stimula¢ni vliv v angiogenezi, prokazovany in vitro,
muze modifikovat pribéh akutni i reparacni faze zdnétové odpovedi (171).

Leptin je strukturng, evoluéné a podle soucasnych nazortt i funkénimi
charakteristikami blizky IL-6 a cytokiniim této skupiny, kam fadime IL-13, onkostatin
M, granulocytarni kolonie stimulujici faktor (G-CSF), leukémii inhibujici faktor, ciliarni
neurotrofni faktor, kardiotrofin-1 a neurotrofin-1. Spolu s G-CSF je ale leptin jedinym
¢lenem této skupiny, ktery k transdukci signalu na membrané cilové buiiky nevyuziva
receptorovou podjednotku gp130. Tzv. dlouhd forma receptoru pro leptin (150 kD) je
ale usporadanim polypeptidového fetézce podobna molekule gp130 a jeji intracelularni
segment ma stejné vlastnosti jako gpl130 vcetné indukce JAK/STAT3 mechanismu
(Janus kinase / signal transducer and activator of transcription). Tento mechanismus je
spole¢ny pro vSechny cytokiny skupiny IL-6.

Vyjasnény zatim neni vztah leptinu ke stresové hypotalamo-pituito-
adrenalni (HPA) ose. Dosavadni poznatky jsou dokonce v urcitém rozporu. Zatimco
vSechny cytokiny ze skupiny IL-6 indukuji in vitro na bunéénych liniich, v nékterych
ptipadech 1 in vivo v experimentu na zvifeti aktivitu HPA osy a syntézu
glukokortikoidd, u leptinu je popisovan efekt opacny. Leptin za bazalnich koncentraci
pravdépodobné inhibuje aktivitu HPA osy. Kortikoidy tvorbu leptinu v adipocytech in
vitro 1 in vivo stimuluji (153, 158, 174). Toto pojeti negativni zpétné vazby
(hypotalamus - kortizol - leptin) v pribéhu reakce akutni faze je nyni zpochybnovano.
Je dokonce mozné, Ze leptin v koncentracich, které jsou dosahovany v Casné fazi

zanétlivé reakce, syntézu kortizolu stimuluje (173).
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Vlastni soubor

V této praci hodnotime dynamiku akutnich zmén leptinu a glukokortikoidd ve
dvou modelovych situacich zanétové reakce: v Casném pooperacnim obdobi (u pacientt
po bandazi zaludku a po operaci kolorektalniho karcinomu) bez ptitomnosti infekéniho
faktoru a u pacientil v rozvinuté sepsi. Jako ukazatel intenzity a charakteru systémové
zatézove reakce byl sledovan vyvoj hladin dalSich reaktanti akutni faze - IL-6, TNFa,
CRP a AAT.

Soubor pacientii a metodika

Do prospektivni studie byly zahrnuty 3 skupiny pacienti - muzi
hospitalizovanych na I. chirurgické klinice 1. LF UK a VFN v Praze:

1. pacienti s kolorektdlnim karcinomem ve stddiu I a II, indikovani k

resekénimu vykonu

2. obézni pacienti (III. st. obezity podle BMI) indikovani k neadjustabilni

laparoskopické bandazi zaludku

3. pacienti s prokdzanou pooperacni intraabdomindlni sepsi.

Zatazeni pacientl stejného pohlavi bylo dano rozdilnymi fyziologickymi
hladinami leptinu u muzi a Zen. Schéma odbérii u pacientii mélo déle za cil eliminovat
vliv diurndlniho rytmu sledovanych parametri, pfedev§im kortizolu a leptinu. Kontrolni
skupinu tvofilo 18 muzl - zdravych osob, darcii krve.

Pooperacni intraabdomindlni sepse je modelovou situaci vysoce intenzivni
infekéni zanétlivé stimulace. Laparoskopickd bandaz zaludku a resekce kolorektalniho
karcinomu byly vybrany jako modelové piiklady jednordzového neinfekéniho
stresového stimulu rozdilné intenzity. Postup provedeni neadjustabilni laparoskopické
bandaze zaludku je podrobné popsan v publikacich Fieda (156) a Holéczyho et al.
(151). Zakladni charakteristiky vySetfovanych skupin shrnuje tab. 19.
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Tab. 19 Zakladni charakteristiky vySetfovaného souboru

Charakteristika |resekce laparoskopickd | pooperacni kontrolni skupina
kolorektalniho bandéaz zaludku |intraabdomindlni
karcinomu sepse

pocet 16 13 22 18

vek 52 -66r. 34-51r. 34-66r. 19 - 42

BMI 235+26kg. m> 46,1 +64kgm” |24,8+34kgm” |23,1+22kgm’

Ve 3. skupiné pacientli s prokdzanou pooperacni bakteridlni sepsi po rozsahlém
chirurgickém vykonu bylo 7 pacientl po hemipankreatektomii (34 - 52 r.), 12 pacienti po
resekci kolorektalniho karcinomu (52 - 66 r.) a 3 pacienti s polytraumatem (36 - 48 r.)

S vyjimkou pacientl 3. skupiny (pooperacni sepse) nebyli do studie zatazovani
pacienti, u kterych doslo k jakékoli opera¢ni nebo casné pooperacni komplikaci.
Hodnoty urey a kreatininu u sledovanych pacienti rovnéz vylucovaly, ze by
koncentrace leptinu mohly byt ovlivnény renalni insuficienci s prodlouZenim polo¢asu
eliminace.

Diabetes mellitus byl uvadén v dokumentaci 2. pacientii 1. skupiny (resekce
kolorektalniho karcinomu), u 6 pacientd 2. skupiny (bandaz Zaludku), u 5 pacientt 3.
skupiny (sepse) a u zadného pacientka kontrolni skupiny. Arteridlni hypertense na
farmakoterapii byla dokumentovana u 2 pacientti 1. skupiny, 6 pacientd 2. skupiny a 4
pacientl 3. skupiny. V kontrolnim souboru nebyli pacienti s hypertensi.

U 1. a 2. skupiny pacientii byly vzorky krve odebirdny na lacno 7 dnl pied
operaci a dale -24, +12, +24, +48 a +72 h vzhledem k zacatku operacniho vykonu.

U 3. skupiny (sepse) byla krev odebirdna 2. den po objeveni se pfiznakl sepse
(kritéria SIRS), v 8 h rano na lacno.

Vzorky krve kontrolni skupiny byly nabirany rovnéz na lacno v 8 h.

10 ml Zilni krve bylo odebirano do zkumavky s EDTA a okamzZité centrifugovano
pti 3000 ot. /min. Vzorky plasmy byly uchovany pfti -80°C k dal§imu zpracovani.

Plazmatické koncentrace leptinu byly stanoveny ELISA analyzou (BioVendor).
Senzitivita metodiky je 0,5 ng/ml. K méteni ACTH byla vyuzita komeréné dostupna




RIA metodika. Dale byly méfeny plazmatické koncentrace kortizolu (RIA) a
koncentrace TNFalfa a IL-6 (ELISA kity Immunotech / Coulter Company, Hamburg).
Vzorky byly ve vSech pfipadech analyzovany v duplikatech. Intra- a interassay variacni
koeficient byl pod 5%. Hladiny C reaktivniho proteinu a AAT byly méfeny
nefelometrickou analyzou s vyuzitim monoklonalnich protilatek Boehringer.

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program ANOVA® pro Windows 95.
Ziskana data vykazovala normalni rozlozeni, proto bylo mozno pouzit Mann-Whitneyho
U test pro srovnani kontrol a preoperac¢nich hodnot, resp. Friedmanlv test pro
zhodnoceni pribéznych dajli u operovanych pacientli. Studentlv test byl pouzit k
zjiSténi statistické signifikance pro jednotliva casova obdobi operovanych pacienti.
Spearmantiv test a korelacni analyza byly pouzity pro stanoveni vztahu mezi riznymi

parametry.

Vysledky
V tab. 20 jsou uvedeny prumérné hodnoty a smérodatné odchylky sledovanych
parametri v perioperaénim obdobi a u septickych pacientli. Prezentovany jsou

plazmatické koncentrace leptinu, kortizolu, ACTH, TNFalfa, IL-6, CRP a AAT.
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Tab. 20 Primérné hodnoty (+ SD) sledovanych parametra v perioperaénim obdobi (1 a 2), u

septickych pacientt (3) a u kontrol (4).

Parametr leptin ACTH P-kortizol |TNFaq IL-6 CRP AAT
(ng/ml) | (ng/) (ng/1) (ng/1) (ng/1) mg/) | (@
1. pacienti s resekci stfeva pro ca coli
-7.den  |40+1,9 |91+£14  [491+98 [39+13,6" |96+51,8 22+8 |1,30+0,50
+
-24 h 4,1+1,8 110+ 22 796 + 106 |41 +11,7 7|98 +53,7 24+ 8 1,29 +£ 0,38
+ +
+12 h 3,0+ 1,17 |264+88" 3015+ 158+ 84,4 | 314+ 68,2 | 45+14 |1,52+0,36
1350 |7 " " +
+24h 27,5+8,6 | 178 +59 " | 1989 + 850 | 258+ 68,1 745 + 61+22 |1,88+0,63
= - = 2172 | =
+* ’
+48h 79+3,9 |164+38 771552 +822(241+88,6| 722+ 76 £28 [2,45+0,96
4% +* RS 4k
188,1
4k
+72h 48+3,0 [139+£227 1450+ 754|128 £38,9 | 4802+ 92+29 |[2,82+0,64
** = 71,7 |7 "
4k
2. obézni pacienti s laparoskopickou neadjustabilni bandazi zaludku
-7.den  [18,1+49 [79+22 [647+96" [42+189 [ 102+644[4+4 1,08 0,51
+
-24h 18,4+£52 {92+ 18 814+112 [44+1647| 96+64,4 |4+4 1,11 +0,40
+ + +
+12h 169+4,2 |217+91 7 |2647+928 | 114£586 | 217788 | 38+10 |1,61+0,35
+ 4+ +* +* +* +*
+24h 32,2+10,2155+50 7 | 1452 + 644 | 214 £ 76,5 414 £ 59+18 [1,80+0,52
4 e 4 4 4
214,4
+*
+48 h 21,4+149(130+31 7 | 1206 + 629 | 186 = 88,8 296 + 68+22 |2,35+0,04
+ FES +* FES 4k
124,2
+*
+72h 19,6 £8,4 106 +29 7 | 1218 +968 94,6 £31,4| 184+74,8 | 72+24 |241+048
+ 4% +* +* +* +*
3. pacienti v sepsi
36,8+ 11,2276 +48 " | 2865 + 4224 + 3321 + 240,8 + 39+1,1°
. 1568 214,5° 1821 ° 86,6
4. kontrolni skupina
45+22 |76+16 418 + 144 |28,4+13,6(114,2+ 5+4 1,12+0,62
58,7

+ = statistickd vyznamnost rozdilu proti kontrolni skupiné (p < 0,05);

* = statistickd vyznamnost rozdilu proti vychozim ptfedoperacnim hodnotam (p < 0,05)




V tabulce jsou uvedeny statisticky vyznamné rozdily proti pfedoperacnim
hodnotdm (u skupin 1 a 2), resp. proti kontrolni skupiné na hladin¢ vyznamnosti p >
0,05.

U 1. 1 2. skupiny bylo prokazano statisticky vyznamné zvySeni leptinu 24 h po
operaci ve srovnani s ptedopera¢nimi hodnotami (p < 0,01, resp. p < 0,05) 1 ve srovnani
s kontrolni skupinou (p < 0,01, resp. p < 0,001). Mira vzestupu v porovnani s vychozimi
hodnotami (vyraznéjsi u 1. skupiny) reflektuje rozsah operacniho zékroku a dobu trvani
operace. U 1. skupiny, ale nikoli u 2. skupiny je na 5% hladin¢ vyznamnosti
dokumentovan piechodny pokles koncentrace leptinu +12 h po opera¢nim zékroku.
Plasmatické koncentrace leptinu 48 a 72 h po operaci se u obou skupin jiz statisticky
vyznamn¢ neodliSovaly od pfedoperacnich hodnot. Elevace hladiny leptinu u septickych
pacientli (3. skupina) je srovnatelnd s maximalnimi hladinami v poopera¢nim obdobi u
2. skupiny, resp. na p < 0,05 pfevySuje maximalni koncentrace leptinu 1. skupiny.

Plazmatickéd koncentrace kortizolu a ACTH byla v prvnich ndbérech pacientt 1.
skupiny (odbéry 7 dni pted operaci) v mezich normy, odpovidajici kontrolni skuping, u
2. skupiny byla koncentrace kortizolu —7. den zvySena (p < 0,05). Pfedoperacni hodnoty
kortizolu -1. den pfed vykonem byly u obou skupin zvysené (p < 0,05). Hladiny
kortizolu dosahovaly maxima ve vzorcich ziskanych 12 h po operaci (p < 0,001), kdy u
1. skupiny prevySovaly i1 primérné koncentrace namétené u septickych pacienttl, rozdil
mezi 1. a 3. skupinou ale nebyl statisticky vyznamny. Plazmatické koncentrace
kortizolu a ACTH zastavaly u 1. 1 2. skupiny zvySené 1 72 h po vykonu (p < 0,05).

Piedoperacni koncentrace TNFalfa -7. i -1. den pfed vykonem se signifikantné
liSily od ndlezii u kontrolni skupiny jak u pacientd pfed bandazi zaludku, tak i u
pacientl s kolorektalnim karcinomem. U 1. 1 2. skupiny hladiny stoupaly jiz +12 h po
vykonu a maxima dosahovaly +24 h s naslednym velmi mirnym poklesem +48 h a
vyraznéj$im poklesem +72 h po vykonu. Koncentrace TNFa u septické skupiny byly
nejvyssi ze sledovaného souboru pacientl a statisticky vyznamné se odliSovaly jak od
kontrolni skupiny (p < 0,001), tak i od maximalnich hladin 1. a 2. skupiny (p < 0,01)

Dynamika vyvoje IL-6 u 1. a 2. skupiny byla obdobn4 jako u TNFalfa, s tim
rozdilem, ze koncentrace IL-6 v pfedopera¢nim obdobi byly v mezich normy. U obou
skupin hladina IL-6 kulminovala 24 h po operaci, nedosahovala ale trovné septickych

pacientii. Pokles koncentraci od 24 h pokracoval po celou dobu sledovani do 72 h.
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Koncentrace CRP byly s vyjimkou pfedoperacni faze u 2. skupiny zvySené ve
vSech vzorcich krve 1., 2. i 3. skupiny. Vzestup 12 h od operace byl statisticky
vyznamny (p < 0,05). Maximalnich hodnot dosahovaly hladiny CRP + 48 h po vykonu,
nedosahovaly ale rovné septickych pacientti (rozdil na hladin¢ vyznamnosti p < 0,01).
Dynamika AAT méla podobny charakter, pfedoperacni hodnoty u 1. a 2. skupiny byly
ale srovnatelné s kontrolni skupinou.

VSsechny sledované parametry reagovaly na operacni trauma zvySenim 12 h od
zacatku operace s vyjimkou leptinu. Maximalnich koncentraci dosahovaly jednotlivé
ukazatele 12 h po vykonu (kortizol), 24 h po vykonu (leptin, TNFalfa, IL-6), resp.
nartstaly az do 72 h (CRP, AAT). Maximalni poopera¢ni koncentrace kortizolu u
operovanych pacientl s resekci tlustého stfeva dosahovaly hodnot septickych pacientt,
stejné tak 1 maximalni koncentrace leptinu u pacientid po bandazi zaludku. Maximalni
koncentrace ostatnich parametrti 1. a 2. skupiny se od septickych hodnot odliSovaly na
hladin€ vyznamnosti p < 0,01 (ACTH, TNFalfa, IL-6), resp. p < 0,001 (CRP, AAT).

Graf 5 znazoriiuje pooperacni dynamiku IL-6, CRP, leptinu a kortizolu u pacientti
sresekci tlustého stfeva vyjadienou relativnimi ¢&isly vztazenymi k septickym
hodnotdm. Ziejmy je asovy posun maximalnich hladin jednotlivych reaktantli v potadi
kortizol (12 h po vykonu), leptin a IL-6 (24 h), CRP (protrahovany vzestup do 72 h po
operaci).

Prokazujeme statisticky vyznamnou zavislost koncentraci TNFa a leptinu (r = 0,49,
p < 0,05), IL-6 a leptinu (r = 0,46, p < 0,05), resp. leptinu a CRP (r = 0,48, p < 0,05) u
septické skupiny. U Zadné ze sledovanych skupin nebyly prokazéana statisticky vyznamna
korelace mezi leptinem a kortizolem, resp. mezi leptinem a ACTH. RovnéZ nebyla u zadné
ze sledovanych skupin nalezena statisticky vyznamna zavislost koncentrace kortizolu a

dal$ich zanétlivych parametri (TNFa, IL-6, CRP, AAT).

Diskuse

Podle recentnich poznatkii je do sit¢ zanétlivych mediatorG zapojen i leptin,
humoralni produkt tukovych bunck. Leptin byl objeven vr. 1995 brzy poté
charakterizovdn jako endokrinni faktor regulujici prostiednictvim receptorti
v hypotalamu pfijem potravy a mnozstvi télesného tuku. Soucasné znalosti o
fyziologickém vyznamu leptinu pifesahuji toto pojeti. Leptin je soucasti regulacnich

vazeb endokrinnich a lokélnich mediatord. V priabéhu syndromu systémové zanétlivé
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odpovédi jeho koncentrace vlivem prozanétlivych mediatora stoupd (154).
Mechanismus této zanétlivé indukce neni znam, podle experimentli in vitro aktivacni
kaskada zahrnuje IL-1beta (155), ale nikoliv IL-6. IL-1beta paradoxné in vitro inhibuje
syntézu leptinu, zatimco in vivo ji zvySuje. Jeho stimulacni efekt, ktery dominuje
v prvnich dnech zanétu, je tedy zfejmé mediovan ,.cytokiny druhého sledu®, napf.
transformujicim rastovym faktorem beta (158).

Jesté méné je zndmo o fyziologickém vyznamu této zanétlivé stimulace leptinu. S
ohledem na hlavni roli leptinu jako reguldtoru piijmu potravy se diskutuje predevSim
anorekticky efekt leptinu napt. u septickych pacienti. Nové studie ale neprokazaly, Ze
by se leptin vyznamnéji podilel na tomto procesu. /n vitro prokdzané, ale svym
vyznamem sporné jsou 1 dal$i efekty leptinu v reakci akutni faze — stimulace
hematopoézy lymfocytarni fady, stimulace angiogeneze a indukce syntézy proteinti
akutni faze. Tyto efekty - spiSe nez fyziologicky vyznam leptinu - mohou reflektovat
strukturalni a evolu¢ni podobnost tohoto proteinu s cytokiny skupiny IL-6, zejména s G-
CSF.

Do stejné skupiny efektd lze zatadit i interakce leptinu a kortikoidni stresové osy.
Rada hormonil véetn& glukokortikoidti, inzulinu, inzulinu podobného riistového faktoru
1 a rastového hormonu ovliviiuje syntézu leptinu v klidovém obdobi (152) a
pravdépodobné i v prubéhu zanétové odpovédi (172). ZvysSené hladiny kortizolu
stimuluji tvorbu leptinu v adipocytech a jeho sekreci (156). Tento stimulacni efekt byl
ale prokdzan ptredevSim pii vysokych, stresovych koncentracich kortizolu (170),
v klidovém obdobi kortizol hladinu leptinu prakticky neovliviiuje.

V experimentech na zvifeti, ale i u ¢lovéka bylo prokézano, ze vysoké hladiny
leptinu na urovni hypotalamu inhibuji senzitivitu HPA osy na stresové podnéty. Leptin
rovnéz pisobi piimo na kiiru nadledvin a inhibuje sekreci kortizolu (155). Tento efekt
byl prokazan i u koncentraci leptinu, které se vyskytuji in vivo, a miize mit fyziologicky
vyznam (157). Oboustrannd interakce kortizolu a leptinu tak ma charakter negativni
zpétné vazby — stresové koncentrace kortizolu zvySuji citlivost tukovych bun€k na
cytokiny, zvySend hladina leptinu pfimo (pilisobenim na nadledviny) i nepifimo
(ovlivnénim hypotalamu) inhibuje stresovou osu.

Proti této koncepci je ale vznaSena fada namitek. Ukazuje se, ze pfimy ucinek
leptinu na karu nadledviny je protrahovany. Mize mit vyznam pro dlouhodobé
nastaveni bazalni kortizolémie, ale ne pro modulaci kortizolémie ve stresovém obdobi

(151). Dale se zda, ze modulace tvorby CRH v hypotalamu souvisi pfedevSim
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s kontrolou apetitu a nikoli s aktivaci stresové osy (154). Ve srovndni s IL-1beta je
stimulacni efekt na syntézu CRH mnohem slabsi. Kone¢né néktefi védci jsou
pfesvédceni, Ze leptin syntézu CRH neinhibuje, ale v zavislosti na koncentraci naopak
stimuluje (173). Leptin je z biochemického pohledu cytokin skupiny IL-6. VSech 7
dalSich cytokini této skupiny in vitro prokazateln€ stimuluje tvorbu CRH v hypotalamu
(tab. 21). Pfesto u fady z nich tento efekt pravdépodobné nema fyziologicky vyznam,
protoze puisobi predevsim jako lokalni faktory s hematopoetickym, imunomodula¢nim
¢i neurotrofnim ucinkem.

Role leptinu v modulaci stresové HPA osy v pribéhu zanétlivé odpovédi neni
tedy dosud objasnéna. Rozdilnd dynamika leptinu a plazmatického kortizolu po
opera¢nim zakroku, resp. v pooperacni sepsi ji rovnéz zpochybnuje. Je pravdépodobné,
ze na zméndch leptinu a kortizolu v poopera¢nim obdobi se podili néjaky treti faktor,
v prvni fazi pfechodné snizujici leptin a zvySujici kortizol. Timto faktorem miize byt
pravé IL-1beta nebo TNFalfa. K vzestupu hladiny leptinu dochazi az v dobé, kdy
hladina kortizolu a ACTH stoupa. Stimulace syntézy leptinu po operaci tedy ziejmée
neni zavisla na kortizolu.

Pokles hladiny leptinu v Casném perioperacnim obdobi miize byt ponékud
zkreslen snizenym piijmem potravy pted operaci, vSichni pacienti byli po dobu 24 h po
operaci nalacno. U hlodavcil leptin béhem hladovéni vyrazné klesa, stejné tak u lidi s
normalnim BMI vede 24 hodinové hladovéni k poklesu hladiny leptinu.

Nase studie potvrzuje, ze dynamika leptinu v pooperacnim obdobi je
charakteristickd pro reaktanty akutni fize. Maximdlni koncentrace v poopera¢nim
obdobi mohou dosahnout az hodnot nachazenych u septickych pacienti. Koncentrace
leptinu nedokaze odlisit pocinajici pooperacni sepsi od nekomplikovaného pribéhu.

Vysledky dale ukazuji, Ze hladiny leptinu a kortizolu v perioperaénim obdobi
spolu vyznamné nekoreluji. HPA osa je indukovéana nejenom pfimym efektem cytokinti
(zejména IL-1) na hypotalamicka jadra, ale 1 aferentni nervovou stimulaci z periferie. Ta
mize hrat zejména u operacnich vykont rozhodujici roli. Psychoemotivni slozka
v aktivaci HPA osy je zfejmé z dynamiky kortizolu mezi —7. a —1. dnem pfed operacnim
zakrokem.

Kone¢né naSe vysledky ukazuji, Ze pooperacni dynamika leptinu je odliSnd od
CRP a dalSich proteinti akutni fdze. Rozdilnd dynamika leptinu a CRP tak reflektuje
odliSnou regulaci syntézy téchto parametri. Vzestup leptinu odrazi zmény IL-1 a

TNFalfa, tedy cytokinli prvniho sledu, v dalsi fazi - pfi ménicich se pomérech pro- a
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protizanétlivych cytokinl - je leptin zfejmé tonicky inhibovan. Hladiny CRP a AAT,

jako typickych proteinii akutni faze II. typu naproti tomu odrazi s ur€itym cCasovym

posunem dynamiku IL-6.

Vzestup koncentrace leptinu v pooperacnim obdobi a u septickych pacientd odrazi

odli$nou regulaci syntézy leptinu v klidovém obdobi a v pribéhu systémové zanétové

odpovédi. Fyziologicky vyznam leptinu v zanétlivé reakci neni zndm. Inhibi¢ni efekt

leptinu na stresovou HPA osu byl dokumentovén in vitro, ale jeho vyznam in vivo je

zpochybniovan. V nasi

studii nebyla prokdzana statisticky vyznamnd zavislost

plazmatického kortizolu ve vztahu kleptinu ani k dalS§im méfenym zanétlivym

parametrim (TNFalfa, IL-6, CRP, AAT). Rozdilnd dynamika leptinu a kortizolu po

chirurgickém zakroku ukazuje, Ze oba faktory podléhaji odlisné regulaci.

Tab. 21 Funkéni podobnost cytokint skupiny IL-6 (u€inky in vitro) (upraveno podle Maruny

etal. [17])

cytokin indukce stimulace | hematopoéza | aktivace | neurotrofni | aktivace B
CRP HPA osy makrofagl efekt lymfocytl

leptin ? + +

IL-6 + + + + + +

IL-11 + + + - +

G-CSF + + + +

LIF + + + + +

OSM + + + + +

CNTF + + + +

CT-1 + + + +

NNT-1 + + + + +

CNTF = ciliarni neurotrofni faktor; CRP = C reaktivni protein; CT-1 = kardiotrofin-1; G-CSF

= granulocytarni kolonie stimulujici faktor; HPA osa = hypotalamo-pituito-adrenélni osa; IL

= interleukin; LIF = faktor inhibujici leukémii; NNT-1 = neurotrofin-1; OSM = onkostatin M.

+ = stimuluje, - = inhibuje, ? = rozporné udaje
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Graf 5 Pooperacni dynamika IL-6, CRP, leptinu a kortizolu u pacientt s resekci tlustého

stfeva.

Koncentrace jsou vyjadieny relativnimi ¢isly vzhledem k septickym hodnotdm.

Poradi nabéri: 1. (-7. den), 2. (-24 h), 3. (+12 h), 4. (+24 h), 5. (+48 h), 6. (+72 h vzhledem

k zacatku opera¢niho vykonu)

Kortizol dosahuje maximalnich hladin pfi 3. nabéru (12 h po vykonu), leptin a IL-6 pii 4.
nabéru (24 h po operaci), CRP stoupa v celém sledovaném obdobi do 72. h (6. nabér).
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9. POOPERACNI ZMENY BUNECNE A HUMORALNI IMUNITY

Kaskada neurologickych, endokrinnich, metabolickych a kardiovaskularnich zmén, pfti
operacnim zakroku, znamenaji systémové pieladéni organismu na zménéné podminky. Tyto
zmény, souhrnné oznacované jako reakce akutni fdze, znamenaji nastartovani obrannych a
reparaCnich procest. Systémovym nespecifickym charakterem ale znamenaji pro pacienta i
nezanedbatelné riziko doprovodnych komplikaci (hyperkoagula¢ni stav, komplikace

protrahovaného stresového hyperkortisolismu apod.) (181).

Tyto zmény nejsou iniciovany infekci, ale mohou byt pooperacni infekci modifikovany a

svym imunosupresivnim charakterem i riziko infekce zvySuji.

Pooperacnimu obdobi dominuje vyrazna suprese T-lymfocytarnich funkci, jak jejich
proliferacniho, tak i funkéniho potencialu, podminéna funkéni dysbalanci subpopulaci Ty
(helper, pomocnych) lymfocytl. Ty lymfocyty hraji tstfedni roli ve fyziologické regulaci
imunitni odpovédi. Zanétliva stimulace, zprostfedkovand interleukinem-1 (IL-1) a dal§imi
humoralnimi faktory, navodi klonalni expanzi Ty bunck. Amplifikované Ty bunky produkci
humoralnich medidtorit stimuluji rozvoj B lymfocyti do podoby =zralych, protilatky
produkujicich buné€k a stimuluji zrani a cytotoxicitu T lymfocytl. Jednotlivé subpopulace Tw;
a Ty lymfocyth se odliSuji spektrem produkovanych cytokinti, sméfovanim imunitni
odpovédi 1 indexovymi ukazateli této aktivace (Tab. 22). Konverze do Ty; fenotypu je
usnadnéna ptsobenim IL-12, naopak konverze do Ty, fenotypu je usnadnéna IL-4. Jakmile se
projevi dominance nékterého z obou Ty fenotypi, je tento stav v dalSim obdobi udrzovan
pozitivnimi zpétnovazebnymi mechanismy. Tyto humoralni mechanismy udrzuji produkci
ptislusné tfidy cytokinii a soucasné piedstavuji piekdzku piipadné imunoterapeutické

intervence.
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Tab. 22 Ty a Thz odpovéd’

Th odpovéd T odpovéd

Stimulujici faktor DHEA, DHEAS, IL12 kortizol, IL-4

Dominujici cytokiny produkce IL-2, IFN-;; TNF- | produkce IL-4, IL-5, IL-6,
0 IL-10, IL-13

Imunologické projevy produkce imunoglobulini B
bunécnd imunitni odpovéd’, | bunikami, inhibice Ty

CD23+/HLA-DR+ index |inhibice Ty, odpovédi odpovédi

IL-4 / IFN gama index <1 >1

solubilni CD30 <1 > 1
pokles zvyseni

DHEA, DHEAS = dehydroepiandrosteron (sulfat), IL = interleukin, IFN = interferon, TNF =
faktor nekrotizujici tumory

Cytokinova dysbalance v poopera¢nim obdobi.

Stres navozeny infekci, fyzikdlnimi faktory ¢i akutnim onemocnénim vede k posunu Tyi/Tm
rovnovahy ve prospéch Ty odpovédi (182). Toto konstatovani je mozno vztadhnout i na
stresovou odpovéd’ navozenou opera¢nim traumatem. Inhibice Ty; odpovédi je podkladem
nerovnovahy cytokinové kaskddy a hlavnim patogenetickym faktorem pooperacni

imunosuprese (183).

V c¢asném pooperacnim obdobi, dochidzi k humordlnim zménam cytokinové a
neuroendokrinni sit€¢ podobného charakteru jako u rozsdhlych popalenin ¢i polytraumat.
Rozsah téchto zmén je pfimo umérny operacnimu traumatu, jak je opakované dokumentovano

srovnavacimi studiemi laparoskopickych a laparotomickych vykont (184,185).

Dokumentovan je pokles syntézy a sekrece IL-2, TNF-alfa a IFN-gama stimulovanymi T-
lymfocyty po operaénim zakroku, popaleninach nebo jiném poranéni (186). Zmény nastdvaji
jiz n€kolik hodin po traumatu. Neméni se pfitom vyraznéji stimulovana produkce I1L-4 a IL-
10. Neméni se ani exprese bunéénych receptort IL-2 (i kdyZ nékteré starsi studie prokazovaly

jejich pokles).

Zakladni vlastnosti cytokint Ty a Tz odpovédi shrnuji tabulky 23 a 24.



Tab. 23 Cytokiny Ty odpovédi

Cytokin Synonyma Zdroj Cilové buiky Charakteristika
IL-2 Killer helper Tui lymfocyty |TaB rastovy a
factor lymfocyty, NK | aktiva¢ni faktor
T cell growth lymfocytl
factor
T cell replacing
factor
IL-12 Thymocyte Makrofagy, T lymfocyty
stimulating PMN, NK, B Proliferace a
factor lymfocyty aktivace Ty
Cytotoxic lymfocyt
lymphocyte
TNF-alfa matur. factor Systémové
NK cell Monocyty, plsobeni Indukce
stimulating fibroblasty, T lokélnich a
factor lymfocyty systémovych
IFN-gama Cachectin Systémové zanét. projevil,
Tui lymfocyty, |efekty endogenni
NK pyrogen
Imunomodulaén
Immune i, méné vyrazny
interferon antivirovy
Type-11 ucinek
interferon

PMN = polymorfonukledrni buniky, NK = pfirozené zabijecské lymfocyty (natural killers)
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Tab. 24 Cytokiny Ty, odpovédi
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Cytokin | Synonyma Zdroj Cilové buiky Charakteristika
IL-4 B cell stimulating| Tz~ lymfocyty, | Lymfocyty, Proliferace,
factor-1 bazofily monocyto/makrof | diferenciace a
Mast cell growth agy aktivace B a T
factor-2 lymfocytli,, soucdst
T cell growth CARS (inhibice
factor-2 funkci makrofagh)
IL-5 Tuz  lymfocyty, Proliferace a
B cell growth|eosinofily Eosinofily aktivace  eosinifilli
factor-II
Eosinophil CSF
Eosinophil
differentiating
factor
IgA  enhancing
IL-6 factor Tuz  lymfocyty, Stimulace lokalnich
T cell replacing | makrofagy, PMN, | Systémové a systémovych
factor e ucinky Zanét. projevi,
B cell stimulating hlavni aktivator
factor-2 syntézy proteinli
Hepatocyte akutni faze,
stimulating factor proliferace T
Hybridoma/plasm lymfocytt,
ocytoma growth hemopoeticka
factor aktivita
IL-10 Interferon 2
Monocyte Makrofagy, Tm Soucast CARS,
granulocyte lymfocyty, PMN | Makrofagy, inhibice syntézy a
inducer type 2 lymfocyty prozanétlivych
Cytokine aktivit fady
synthesis cytokind, indukce
inhibitory factor diferenciace B
IL-13 lymfocytt do
Tz lymfocyty plazmocytii
Lymfocyty, Proliferace,
makrofagy diferenciace a
aktivace B
P-600 (m) lymfocytli, soucdst
CARS (inhibice
funkci makrofagi)

rrrrr

responce syndrome), PMN = polymorfonukledrni bunky
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Mnoh¢é imunologické reakce vyZzaduji rychlou proliferaci malého poctu bunék do poctu
nékolika miliont, tedy klonalni expanzi; tento dé€j je do velké miry iniciovan a kontrolovan
IL-2 (187). Navic IL-2 je zapojen do mechanismu rozvoje T-bun€k, rozvoje specifické T-
bunécné cytotoxicity a nespecifické cytotoxicity bunék z lymfocytarni populace ,,pfirozenych
zabijeCt* (natural killers, NK lymfocytt). U pacientli v poopera¢nim obdobi stejné tak jako u
pacientli po rozsdhlych popalenindch a polytraumatech dochazi ke zietelnému poklesu
produkce IL-2 perifernimi mononukleary, casto az do neméfitelnych hodnot. SniZena
produkce IL-2 vysvétluje opakované dokumentovany pokles poctu a aktivity cytotoxickych

lymfocyt a NK bunék po operaénim vykonu.

K poklesu hladiny IL-2 dochdzi jiz 1. den po operaci, normalizace hladin je protrahovana a

koreluje s hojenim poranéni.

Inhibice tvorby IFN-gama a TNF-alfa vede ke sniZzeni fagocytarni a proliferacni aktivity

monocyto/makrofagovych bunék v poopera¢nim obdobi.

Ukazatele Ty a Tz odpovédi

Balance Tyi/Tu2 odpovédi je charakterizovdna indexem CD23+ B-lymfocytii / HLA-DR+
monocytu. HLA-DR je antigen II. tfidy MHC. II. tfida MHC na monocytech je regulovana
velkou Skélou faktori, ale IFN-gama, tvofeny Ty cytokiny hraje v jejich regulaci rozhodujici
roli (188). Naopak exprese CD23 (IgE receptor FceRII) na B lymfocytech je stimulovéna IL-
4, tedy cytokinem z Ty, skupiny pisobkl. ZvySeni poctu cirkulujicich CD23+ buné¢k je

zaznamenavano jiz 2 hodiny od zacatku chirurgického vykonu a pretrvava vice nez 48 hodin.

Pomér indexu vétsi nez 1 odpovida posunu k Ty, odpovédi, naopak hodnoty pod 1 odpovidaji
ptfevaze Ty, imunitni odpovédi. Po rozsdhlych chirurgickych vykonech dosahuje pomér
CD23+ / HLA-DR+ bunék hodnot kolem 3. Hodnota indexu kulminuje v prvnich hodinach po
operaci — Decker a kol. [3] uvadi nejvyssi hodnoty 2 hod. po vykonu. Hodnota indexu zhruba
odpovidd rozsahu operacniho vykonu, stejnd prace (183) dokumentuje u klasické
cholecystektomie hodnotu CD23+ / HLA-DR+ indexu 2,98 + 0,37, u laparoskopické
cholecystektomie 1,51 + 0,21.

Podobnou vypoveédni hodnotu odrazejici Tu; / Twe balanci vykazuje index IL-4 / IFN- gama.

Hodnoty vys$i nez 1 ukazuji posun k Ty odpovédi, hodnoty mensi nez 1 odpovidaji T
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odpovédi. Podobné jako v ptfedchozim ptipadée po chirurgickém vykonu stoupa hodnota IL-4 /

IFN-gama indexu a hodnota opét zhruba odpovida rozsahu operac¢niho zékroku (188).

Aktivitu Ty, odpovédi reflektuje i exprese CD30 antigenu na pamétovych T-buikach a
solubilni CD30 v plazmé. Molekula CD30 strukturou patti do TNF-NGF receptorové
superrodiny a je selektivné exprimovana T, lymfocyty. Plazmaticka hladina solubilnich
CD30 antigenti, resp. exprese povrchovych CD30 odpovidd Ty, odpovédi. CD30+ T bunky
hodiny po incizi) (183). CD30 je uvoliiovana z aktivovanych T-bun¢k a dostava se do plazmy.
Hladina solubilnich CD30 ale vrcholi az 24 hod. po vykonu. Solubilni CD30 jsou hrubSim
ukazatelem Ty, odpovédi, po menSich chirurgickych vykonech k vzestupu nedochazi,

rozsahlé vykony vedou k asi dvojndsobnému zvyseni hladiny.

Neurohumoralni regulace Ty1/Ty, odpovédi

Chirurgicky stres je indukovan aferentnimi nervovymi signdly smétujicimi do hypotalamu,
které stimuluji uvolnéni kortikoliberinu (CRH) a antidiuretického hormonu (AVP, arginin-
vasopressin). CRH a AVP neurokrinni cestou uvoliiované v portdlnim systému hypofyzy
stimuluji v pfednim laloku hypofyzy produkci adrenokortokotropniho hormonu (ACTH).
Kira nadledvin pod stimula¢nim vlivem ACTH produkuje glukokortikoidy a androgeny.

Casné prozanétlivé cytokiny uvolnéné pii tkanovém poskozeni nebo infekei (IL-1, IL-6, TNF-
alfa) mohou také stimulovat stresovou hypotalamo-pituito-adrenédlni osu a zvySovat produkci
glukokortikoidi a androgent. Syntéza uvedenych cytokinti ale vrcholi aZ n€kolik hodin po
vykonu, ¢asné zmény Ty / Tha balance, dokumentované jiz 2 hod. od zacatku operace, tak

pravdépodobné timto mechanismem nejsou piimo indukovany.

Tui 1 Tz lymfocyty jsou vybaveny receptory pro glukokortikoidy. Glukokortikoidy zvySuji
aktivitu Ty, bunck a soucasné synergicky s IL-4 inhibuji Ty; aktivitu (189,190).
Adrenokortikdlni androgeny — dehydroepiandrosteron (DHEA) a jeho metabolit
dehydroepiandrosteron sulfat (DHEAS), které fyziologicky stimuluji Ty aktivitu a
kontrareguluji tak uc¢inky glukokortikoidd, jsou riznymi mechanismy vlivem glukokortikoidi

inhibovany (191, 192).
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Piekvapivé je, Ze mirny posun Tyi/Th, odpovédi ve sméru Ty; odpovédi je pozorovan po
zavedeni operacni anestezie, ale jeSté pred zahdjenim vykonu. Ukazuje se, Ze mirnd stresova
reakce (kterda miiZze byt iniciovana anestezii nebo psychickymi faktory) zacind Tw; typem

odpovédi a poté se spolu s elevaci hladiny glukokortikoidl ptesouva do Ty, odpovédi (193).

Moznym vysvétlenim by byla uloha DHEA a DHEAS, jejichZ produkce z kliry nadledvin je
rovnéz stimulovana ACTH (194). DHEA je efektivni antagonista glukokortikoidi na tadé
metabolickych, imunitnich a hematologickych urovni. Tento ,,antiglukokortikoid* stimuluje
T odpovéd’. V nasledujicich fazich je ale stoupajici hladinou glukokortikoidi DHEA

udinnost blokovana.

Glukokortikoidy jednak pfimo inhibuji tvorbu DHEA v kiife nadledvin, dale down-reguluji
DHEA receptory na T-bunikach, jednak regulaci DHEAS sulfatdzové aktivity zvysuji
odbouravani DHEA a jeho metabolitd, jednak na trovni Ty bunc€k inhibuji DHEA
stimulovanou produkci IL-2 a IFN-gama (195,196).

Posledni experimentalni vysledky nepotvrdily diivéjsi ivahu, podle které chirurgicky stres
blokuje jak Ty, tak i Tz odpoveéd’ (mluvilo se o tzv. Tyo odpovedi). Z dosavadnich nalezl ale
nelze vyloucit, Ze extrémni posttraumaticky stres s extrémni stimulaci hypotalamo-pituito-

adendlni osy mlize inhibovat nejen Ty, ale 1 Ty, odpovéd.

Klinické diisledky poopera¢ni imunosuprese

Skute¢ny klinicky dopad casnych pooperacnich zmén imunitni rovnovahy neni zndm a

dosavadni zavéry se opiraji o experimentalni studie na zvifecim modelu.

Studie se zamé&iuji na dva aspekty suprese buitkami zprostiedkované imunity:

1. zvySeni rizika pooperacnich infekénich komplikaci

2. reaktivace zbytkové nadorové choroby po (radikalnim) onkochirurgickém vykonu

Je experimentdlné prokazéano, ze indexy vyjadfujici sniZeni poméru Ty/Tw, aktivity (index
IL-4/IFN-gama, index CD23+ B-lymfocyti/HLA-DR+ monocytil) koreluji s casnou
pooperacni mortalitou. Podobnou prediktivni hodnotu ma i dynamika tvorby IL-2 nebo IFN-

gama. Naopak zvifata, kterym byly v periopera¢nim obdobi podavany nizké davky IL-2, m¢la
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prognézu signifikantné lepsi. Obdobné vysledky mélo i podavani IL-12, ktery stimuluje
proliferaci a aktivitu Ty; lymfocytt (197).

U vice nez 40 % onkologickych pacientli po radikalnim chirurgickém odstranéni tumoru jsou
pfitomny zbytkové maligni buniky v regiondlnich uzlindich nebo vzdalenych orgéanech.
Vyplyva to z prifezovych studii u pacientl, ktefi z nejriznéjsich divodlt zemteli do mésice
po kompletni resekci nddoru. Na prognoze onkologickych pacientii po radikalnim vykonu se
pooperacni imunosuprese monocyto/makrofagovych a lymfocytdrnich funkci nepiiznivé

podili (198).

PoruSena regulace monocyto/makrofagové odpovédi u nadorovych pacientil je operacnim
vykonem dale zhorSena. Na zvifecim modelu bylo prokazano, ze pooperani obdobi po
laparotomii je obdobim zvySené proliferace nddorovych bunék. Soucasné se snizuje pocet
imunokompetentnich bungk, ale predevS§im dochdzi k funkénim zméndm makrofagt — poruse
fagocytarni aktivity a sniZzeni tvorby superoxidovych aniontd. Pfesny tumoricidni
mechanizmus neni zndm. Makrofagy uvoliuji vice nez 60 substanci, z nichz nékteré maji
cytotoxickou aktivitu vi¢i nadorovym buiikdm. Mezi nejvyznamnéjsi znamé faktory s touto

aktivitou patii TNF a superoxidové anionty.

Adjuvantni imunostimula¢ni cytokinova terapie v periopera¢nim obdobi

Rekombinantni humanni cytokiny s imunostimula¢ni aktivitou, fadu let vyuZzivané jako
soucast adjuvantni terapie ptredevsim v onkologii (IL-2, [FN-gama), jsou v poslednich letech
klinicky testovany i u pacientli v perioperacnim obdobi — opét zejména v onkologickych
stavech se zaméfenim na minimalni nddorové reziduum. Do této skupiny je mozno zatadit i
GM-CSF, stimulator monocyto/makrofagovych funkci, jehoz hlavni terapeuticky potencial

ale predstavuje aktivace granulocytarni a monocytarni hematopoézy.

Nevyhodou -zejména v piipadé podavani IL-2- je vysokd toxicita. Rozpracovavaji se
alternativni zplsoby aplikace (IL-2 in vitro stimulované tumor infiltrujici lymfocyty,
lymfokiny aktivované zabije¢ské builky), které zachovavaji vysokou uc€innost 1écby pri

sniZeni frekvence zavaznych vedlejSich G¢inku.

Adjuvantni imunostimulaéni terapie rekombinantnimi cytokiny, zaméfend na Upravu

protinddorové imunity v pooperacnim obdobi, méa u téchto pacientii své opodstatnéni, ale o



110

jeji skute¢né ucinnosti nejsou do soucasné doby piesvédCivé dikazy. Oteviend zlstava i
zasadni otazka cytokinové terapie v poopera¢nim obdobi. Bude zachovédna soucasna podoba
monokomponentni cytokinové terapie, nebo budou pro kazdou klinickou situaci existovat

koktejly cytokinovych a anticytokinovych ptipravk?

Interleukin-2. Nejvétsi klinické zkuSenosti jsou v soucasné dob& s rekombinantnim IL-2,
pfirozenym stimulatorem a ristovym faktorem bun€k lymfocytarni fady (199,200).
Nevyhodou systémového podani vyuziti IL-2 je vysoka toxicita v Siroké Skale od
dyspeptickych a chfipkovitych ptiznakti, ptes horeCku az po tzv. syndrom zvySené
propustnosti kapilar (capillary-leak syndrom), ohrozujici pacienta obéhovym selhanim a smrti
(201). Je disledkem zvyseni permeability kapilar a Uniku tekutiny do intersticia s obrazem
otokd, ascitu, fluidotoraxu, ptipadné plicniho edému s poklesem krevniho tlaku. Tento obraz
je pozorovan pfi intravendéznim podani vysSich davek IL-2, u subkutdnni aplikace nebyva
(202). Alternativni postupy lécby IL-2, jako je adoptivni bunéénd imunoterapie toto riziko

omezuji.

Adoptivni imunoterapie tumor infiltrujicimi lymfocyty (TIL) a IL-2 je jednou z progresivnich
variant 1écby IL-2 (203).Z tumoru, odebran¢ho pfi chirurgickém vykonu, jsou separovany
lymfocyty. Ziskané bunky jsou in vitro aktivovany IL-2 a nasledné infuzi vpraveny do
organizmu spolu s vysokou davkou IL-2. Metoda je tedy zaloZena na arteficialni aktivaci TIL
jejich prirozenym stimula¢nim faktorem IL-2 a jejich nasledné infiltraci v neodstranéném
zbytku nadoru. Proti standardnimu schématu pooperacniho podani IL-2 k potlaceni
pooperacni imunosuprese T-lymfocyti a k likvidaci zbytkovych nadorovych bunék umoziuje
tento postup sniZit celkovou davku rekombinantniho cytokinu a omezit tak jeho toxicitu.
Metoda adoptivni imunoterapie naSla uplatnéni v pooperacni 1é€bé bronchogennich

karcinomii, karcinomi tlustého stieva a ledvin (204).

IL-12, jeden z hlavnich stimulatorti Ty, odpovédi a tvorby IL-2, je preklinicky testovan k
urychleni restituce pooperacni imunosuprese. Pfedchozi vysledky na zvifecim modelu byly

srovnatelné s podavanim IL-2 (197).
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Granulocyto-makrofagova kolonie stimulujici faktor. Neddvna zjisténi ukazuji, ze pfinos

periopera¢niho podavani GM-CSF onkologickym pacientiim nespociva jen ve sniZeni rizika
infekénich komplikaci, ale i v antitumordzni aktivité cytokinu. Mize se tak uplatnit jako

soucast adjuvantni terapie k poopera¢ni eliminaci zbytkovych nadorovych elementt (205).

GM-CSF zvysuje poc€et makrofagl a stimuluje jejich funkce véetné tumoricidni aktivity. GM-
CSF mimo jiné zvysSuje tvorbu a uvoliiovani IL-6, ktery mé& vedle dalSich efekti rovnéz
tumoricidni vlastnosti. GM-CSF rovnéz stimuluje na protilaitkach zavislou cytolyzu

nadorovych buné€k zralymi neutrofily a eozinofily (206).

GM-CSF v experimentalnim modelu inhibuje riist nddoru v poopera¢nim obdobi a eliminuje
nezadouci supresi monocyto/makrofagovych bunék v tomto obdobi. ZvySuje se produkce

TNF a IL-6 i superoxidovych radikalt.

GM-CSF jako ristovy faktor granulocytarni a monocyto/makrofagové fady je s uspéchem
pouzivan jako terapeuticky prostfedek k restituci hemopoézy bilé krevni fady naptf. po
protinddorové chemoterapii nebo po transplantaci kostni dien€. MozZnosti vyuziti GM-CSF v
pooperacni protinadorové a imunostimulacni terapii se ale zatim opiraji pouze o
experimentalni vysledky. Klinické aplikaci musi predchazet dofeSeni mnoha nejasnosti, napf.
pozorovany pokles ucinnosti béhem lécby, vysvétlovany down-regulaci membranovych

receptort GM-CSF.

Interferon o (INFa). Probihd testovani intraperitonedlni aplikace IFN-a po resekci

epitelidlniho karcinomu ovaria s minimalnim nddorovym reziduem. Lokalni aplikace v
poopera¢nim obdobi ma vést k eliminaci zbytkovych nadorovych elementt nikoli restituci
imunitni rovnovahy, ale pfedev§im pfimym cytotoxickym uc¢inkem IFN. NeZadouci projevy
1é¢by jsou mirné, nejcastéji gastrointestinalni projevy (15 %), horecka (10 %), neutropenie (8
%), a leukopenie (8 %), ale ve srovnani se standardni chemoterapii neni efekt 1écby ztetelné

lepsi.
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10. VYUZITI CYTOKINU V DIAGNOSTICE ZANETU POBRISNICE

vewr

diferencialni diagnéza a indikace k chirurgickému vykonu v pocatecnich stadiich klinickych
pfiznakl vzdy pattila a patii k vrcholu “diagnostického uméni” nejzkuSengjSich chirurga.
Zasadni zménu na nahled na systémovou reakci organismu pii zdnétu pobfiSnice pfinesly
poznatky o obranné mediatorové kaskadé organismu s vymezenim pojmu sepse, syndromu
systétmové zanétové odpoveédi (SIRS), syndromu multiorganového selhani (MOF).
V soucasné¢ dobé znadme nekolik set medidtori které se uplatiiuji pfi rozvoji systémové
zangtlivé odpovédi organismu. V dnes$ni dobé je tak nabidka moZznosti sledovani nejriiznéjsich
laboratornich parametrii témét nevycerpatelnd. Pro chirurga vznikd obtiZzna situace, kdy je
nezbytné oddé€lit vybér parametri klinicky vyuZitelnych od parametrii vhodnych pouze
k védeckému sledovani. To znamena parametri v soucasné dobé dobie poznanych se
znamymi zavislostmi kolisani jejich koncentraci. Soucasn¢ vzniké i druhé dilema vyznamu
zjiSténych patologickych hodnot téchto parametrl pii stanoveni diagnézy. Klinik se dostava
do obtizné situace v okamziku, kdy musi zhodnotit, zda indikaci k opera¢nimu vykonu miize
byt zfejma patologicka hodnota laboratorniho ukazatele, nebo zda tato hodnota mé vyznam
pouze signalni. Soucasné se ale domnivame, ze v souCasné dob¢ charakteristika systémovych
zangtlivych stavli zdkladnimi laboratornimi parametry (leukocyt6za, iontova rovnovéha, urea,
kreatinin, acidobazickd rovnovaha...) je dostate¢né znadma a jiz dlouho tvofi nezbytnou a
samoziejmou podminku spravné intenzivni terapie o tyto stavy. Proto je nezbytné se zaméfit
na nové ukazatele, které doc¢asné nejsou rutinné dostupné (hlavné z ekonomickych pti€in), ale
nepochybné v kratké dobé bude i ekonomicky zdlivodnéno jejich pouziti v chirurgické praxi.
Proto bychom v nasem pfispévku radi predlozili moznosti vyuZziti cytokinli v diagnostice a
monitoraci zanétu pobfisnice. Cytokiny jsme si vybrali ze dvou ditvodi: 1. dle soucasnych
znalosti to jsou mediatory uplatiiujici se na pocatku lokdlni i celkové obranné reakce
organismu pii rozvoji peritonitidy, 2. mame vlastni zkuSenosti se sledovanim dynamiky

koncentraci téchto mediatoru.

Zaméiime se pouze na vyuZiti cytokinl pii peritonitidé sekundarni, pooperacni a terciarni. O
peritonitidé primarni se nezminujeme z divodl, Ze nemame vlastni zkuSenosti se zménou
dynamiky koncentraci cytokini u této jednotky. Nebudeme se zminovat ani o dalSich

plsobcich ucastnicich se obranné reakce organismu.
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Obecné diagnostika zadnétu pobfiSnice a monitorovani 1écby vzajemné tizce souvisi. Prvnim
diivodem je pouzivani shodnych laboratornich parametri pro diagnostiku i monitoraci.
Druhym divodem je neoddélitelnost diagnostiky a monitorace tohoto systémového stavu.
Diagndza zanétlivého procesu plynule pfechazi v monitoraci i€¢innosti 1é€by a zpétné se vraci

k diagnéze komplikaci.

Sekundarni peritonitida vznika nasledkem kontaminace z organti peritonealni dutiny.
Projevuje se pritomnosti hnisu nebo gastrointestindlniho obsahu v dutiné bfisni ve formé
lokalizovaného abscesu nebo difiizni peritonitidy. Diagnostika se v tomto pfipadé zaméfuje na
diferencialni diagnozu klinicky se rozvijejictho souboru symptomi, pii plné rozvinuté

medidtorové odezve organismu.

Odlisnost pooperacni peritonitidy od sekunddrni peritonitidy je hlavné v plisobeni tzv.
druhého inzultu (second - hit — theory) na aktivovanou mediatorovou odpovéd’ organismus. Je
ptikladem, kdy monitorace lécby primarniho stavu pifechdzi zpét v diagnostiku rozvoje

komplikujiciho zanétu.

Tercialni peritonitidou rozumime pozdni komplikaci v pribéhu 1écby sekundarni nebo
pooperacni peritonitidy. Je charakterizovand zejména vysoce aktivovanou systémovou

zanétovou odpoveédi organismu (hypercytokinemiti).

Vyvoj zanétu pobiiSnice probihd od pfiCiny lokalizované na jeden orgédn (napf. tlusté stfevo)
s roz§ifenim na celou peritonedlni dutinu. Obrannou reakci organismu tvoii systémova
mediatorova odpovéd’ s celkovymi projevy a moznym vyvojem v SIRS — sepsi a MODS

(terciarni peritonitidu). V mediatorovém pojeti vyvoje peritonitidy rozeznavame tfi stadia:

1. staddium: odpovéd’ na inzult. Probiha lokalni produkce cytokinti které jako prvni startuji
zanétovou odpoveéd’, podporuji hojeni rany a aktivuji bunky retikuloendotelidlniho systému.
Ve 2 stadiu jsou cytokiny uvolnény do cirkulace a zvySuji lokalni odpovéd..

Jsou aktivovany makrofagy a desticky a je stimulovéano vyplaveni riistovych faktori.

Akutni zanétova odpovéd’ je kontrolovana souCasnym sniZzenim prozanétlivych medidtorti a
vyplavenim endogennich antagonisti. To umoziuje hojeni tkén¢, Gstup infekce a obnoveni

homeostazy.

Ve 3. stadiu pfi selhani homeostatickych mechanismt dochéazi k nekotrolované systémové
reakci. Pfevazuje destrukéni efekt cytokinli nad protektivnim. Zaplava prozanétlivych

cytokinii spousti mnoho humoralnich kaskad s nasledkem ztraty mikrocirkulacni integrity a
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rozvojem poskozeni vzdalenych organt. Smrt nastdvda v okamziku, kdyz premr$téné
vyplavovani cytokinii vede k “mediatorové nemoci”’, a je pfi¢inou generalizované
autodestrukéni zanétoveé odpoveédi, kterd je rezistentni na vSechny terapeutické zasahy.
Diagnostika

Rozhodujici pro prognézu pacienta je v€asnd diagnostika. Diagnosticky postup se snazi
odpovédét na dvé zékladni otazky:

e diferencialni diagno6za septického stavu (diagnostika nitrobfisni infekce),

e urcit stddium vyvoje peritonitidy (obranné reakce)— kontrolovana x nekontrolovana.

Topicka laboratorni diagnostika pocatku peritonitidy neni mozn4, protoze
e neni moznost laboratorni diagnostiky specifického organového poskozeni,

e pacient pfichazi na ambulanci pro rozvinutou peritonitidu (klinicky obraz kopiruje

vyvoj mediatorovych zmén),

Laboratorné¢ hodnotime rozsah obranné reakce organismu na rozvijejici se lokalni

onemocnéni.
Sekundarni peritonitida

ZvySené hladiny jednorazového vysetfeni IL-6, TNF-alfa signalizuji aktivaci cytokinové
odpovédi. Z jednordzového vySetieni nelze stanovit diagndézu nitrobiisSniho zénétlivého
procesu. Laboratorni vysledek mulze tuto diagnézu ucinit pravdépodobnéjsi. VySetieni
ostatnich cytokinii samostatné nema vys$si vypovédni hodnotu pro diagnézu. Pfedoperacné
zvySené hladiny hlavné prozanétlivych cytokini mohou signalizovat vyS$$i riziko
komplikovaného pooperaéniho pribéhu.

Na rozdil od cytokinti i jednordzové zjist€éna vysSi hladina PCT ukazuje na systémovou

bakterialni infekci. ZvySené hodnoty tohoto laboratorniho ukazatele v ndvaznosti na klinické

vySetieni miize diagnézu zanétu pobiisnice potvrdit.
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Pooperaéni peritonitida

Jednorazové vySetteni cytokinli v tomto obdobi (pokud hodnoty nejsou vyslovené septické)
nemusi vystihovat tendenci dal$iho vyvoje. Posouzeni dynamiky vyzaduje opakované vySetieni
mezi 12.-72. hod. po operacnim vykonu. Dostate¢nou vypovédni hodnotu ma sledovani IL-6.
Tento parametr dostate¢né specificky do 48 hodin odlisi pocinajici sepsi od nekomplikovaného
pooperacniho stavu. V soucasné dobé¢ je ziejmé, Ze ostatni prozanétlivé cytokiny (IL-1 ra, sIL-
2R, IL-8 a TNF-alfa) nemaji samostatné vyssi vypoveédni hodnotu a jsou opodstatnény pouze v

kombinaci s IL-6 a ostatnimi imunologickymi parametry.

Stanoveni PCT v poopera¢nim obdobi je vhodné alespont 24. a 36. hodinu po opera¢nim
vykonu. Ziskané hodnoty mohou vc€asné a specificky upozornit na rozvijejici se systémovou

infekéni komplikaci.

Terciarni peritonitida

Diagnoza terciarni peritonitidy je moznd pouze na zékladé dynamického sledovani vyvoje
koncentraci zéanétlivych ukazatelii. Sledovani dynamiky spektra pro- a protizdnétlivych
ukazateli ma vyznam v podrobném mapovani vyvoje medidtorové odpovédi organismu.
Pietrvavani zvySenych hodnot bez vyrazné tendence k normalizaci svéd¢i o rozvoji SIRS a

MODS.

Sledovani hladiny PCT nas mtze v€asné upozornit na rozvoj bakterialni infekéni komplikace.

v

Pro diagndézu difuznich zanéth pobfiSnice nadale ziistavad nejdilezitéjsi klinickd zkuSenost
chirurga. Laboratorni vySetfeni cytokind - pokud by byla provadéna statimové - mohou
v tomto rozhodovacim procesu vyrazné napomoci. Lze shrnout, Ze pro diagndzu systémového
bakterialniho zanétu je specificky ukazatel — prokalcitonin,PCT. Pro rozvoj septického stavu a
systémové aktivace medidtorové odpovédi je ptinosné vySetfeni IL-6. Sledovani dynamiky
ostatnich pro a protizanétlivych cytokini ma vyznam pouze v rozvoji kritickych stavii.

vvvvvv

chirurga. Jednordazové vysetfeni PCT potvrdi diagnézu systémového bakteridlniho zanétu.
Vysetfeni dalSich mediatord miize podrobnéji popsat aktualni stav organismu, ale zdsadné

terapeuticky postup neovlivni.
U pooperacni peritonitidy nabyva vySetfeni PCT a ostatnich cytokini na vyznamu a
dynamickym sledovanim vyvoje jejich hladin mizeme casné (pted rozvojem klinickych

znamek) diagnostikovat hrozici katastrofu.



116

PCT doporucujeme vySetrovat 24. az 36 hodinu po operacnim vykonu. IL-6 pfi dynamickém
monitorovani hladin do 48 hodin dostatecné specificky odlisi pocinajici sepsi od
nekomplikovaného pooperacniho stavu. Pro IL-6, IL-1ra, sIL-2R, IL-8 a TNF-alfa plati, Ze po
kulminaci hladin mezi 16. - 36. hodinou nastava mezi 48. - 72. hodinou u nekomplikovaného

pooperacniho pribéhu ndvrat k vychozim hodnotam nebo alespoil vyrazny pokles hladiny.

V diagnostice tercialni peritonitidy je zasadni poznani miry aktivace mediatorové kaskady.
Nabyvd na vyznamu komplexni monitorovani rozsahu mediatorové aktivace. Klinické

vySetieni v tomto pfipadé nemd zasadni diagnosticky vyznam.
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11. ZAVER

Prace shrnuje zmény cytokinli v ¢asné fazi systémové pooperacni zanétlivé reakce a
dale jsme ukézali Ulohu cytokind, PCT, leptinu a APP v ¢asné diagnostice zanétlivych
pooperacnich komplikaci. Zanétliva odpoveéd’ je umoZnéna cytokiny, které jsou uvolnény do
systémové cirkulace. Plazmatické koncentrace specifickych cytokind, TNFa, IL-1p, IL-6, IL-
8 jsou zvyseny a jejich maximalni hladina koreluje s velikosti tkaniového poskozeni. Solubilni
cytokinové receptory, antagonisté cytokinovych receptorti jsou vyplavovany 10-100 nasobné
veétsim mnozstvi nez vlastni vytokany. Tento jev, ani jeho pfi€ina a specificka tloha zatim
neni zcela objasnéna. Komplex vzdjemnych reakci cytokini a jejich neutralizujicich molekul

urcuje aktudlni klinicky stav a dal$i rozvoj komplikaci.

Je dtlezité brat v uvahu nerovnovdhu bunkami zprostfedkované a humoralni imunity,
fyziologického procesu, soucasti stresové neurohumoralni odpoveédi na operacni trauma. Jeji
potencidlni patologické dusledky, byt’ prokazované zatim pouze v experimentalni roving, z ni
vytvaii na jedné stran€ vyznamny faktor pro hodnoceni miry rizika pooperacnich komplikaci,

na strané druhé mozny objekt terapeutického zasahu u vysoce rizikovych pacienti.
Vyuziti cytokinll v chirurgii mize byt pfinosné v nasledujicich situacich:
= (Casna diagnostika pooperaénich zané&tlivych komplikaci.
= Sledovani kriticky nemocnych na jednotce intenzivni péée a Casny zachyt rozvoje
zanétlivych komplikaci 1 sepse.
= Diferencidlni diagnostika mezi zanétlivymi onemocnénimi a hore¢kou nebakterianiho

puvodu. Sledovani nékterych nespecifickych bfisnich symptomd.

» Diagnostika zan€tl pobfiSnice a monitorovani prubéhu léceni peritonitidy..

* Diagnostika akutni organové rejekce v transplantaéni chirurgii a diferencialni
diagnostika systémové zanétlivé odpovédi.

* Moznosti uziti anticytokinové terapie v kritickych stavech.
Pro odhaleni casné pooperacni septické komplikace je nejlepsi sledovat nasledujici
parametry: IL-6 a IL-8 mezi 24-72 hod, CRP a a.i-AT po 72 hod. Doporucujeme vysetfit tyto

parametry v nemocnych se zvySenou nebezpeci pooperacni septické komplikace. Kombinace
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na operac¢ni trauma a piispiva k diferencialni diagnostice poopera¢nich komplikaci.

Vedle ,klasickych® cytokind se v soucasné dobé jevi PCT jako vysoce senzitivni
parametr k odliSeni pocinajici sepse od nekomplikovaného poopera¢niho stavu i pii
jednorazovém vysetfeni je velmi selektivni vii¢i systémovému bakteridlnimu zanétu.

Ani leptin neni pouze adipostatickym hormonem, soucésti negativni zpétné vazby
regulace télesné hmotnosti a piijmu potravy, ale také stresovym hormonem, strukturné,
funkéné a moznd evoluéné blizkym prozanétlivym a hematopoetickym cytokintim.
Prozanétlivé cytokiny, zejména IL-1beta a TNF, jsou hlavnimi regulatory exprese leptinu v
reakci akutni faze. Leptin je faktorem zanétlivé medidtorové sité, pravdépodobné nezbytnym
pro adekvatni pribéh infekeni 1 neinfekéni zanétlivé odpovéedi.

I kdyz dynamika uvoliovanych cytokini pfedchdzi pomalejSim presunim v
proteosyntéze, vyznam stanoveni APP hlavné z hlediska dostupnosti pro akutni diagnostiku v
praxi neni v soucasné dob¢ srovnatelny. Cytokiny jsou stéle jesté v poli vyzkumu a hledani
optimélniho klinického vyuziti. Vyzkum ukazuje, Ze se jedna o perspektivni a nesporné

nadéjné markery sledovani pooperaéniho pribéhu u rizikovych pacientd.
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List of Abbreviations

Note: this list doesn’t include abbreviations of measurment units of SI system, the chemical
formulas and abbreviations of companies‘ and institutions‘ names. It also doesn’t list
abbreviations used rarely in some of the figures; these are explained in theappropriate table’s
legend.

AAT ao-antitrypsin
ACTH adenocorticotropic hormone
AGP a;-acid glycoprotein (orosomukoid)

Alb albumin

AM apx-macroglobulin

APP acute phase proteins

AS atherosclerosis

AST aspartate aminotrasferase
BMT bone marrow transplant

CI1EI Cl1 esterase inhibitor

cAMP cyclic adenosinemonophosphate

CARS compensatory antiinflammatory response syndrome
cGMP cyclic guanosinemonophosphate

CML chronic myeloid leukemia

CNTF ciliary neurotrophic factor

Cpl ceruloplasmin

CRH corticotropin releasing hormone
CRP C reactive protein

CSF colony stimulating factor

CT-1 cardiotrophin-1
DNA deoxyribonucleic acid
EDTA ethylendiamintetraacetic acid

EGF epidermal growth factor
Fbg fibrinogen
FGF fibroblast growth factor

G-CSF  granulocyte colony-stimulating factor

G-CSF  granulocytic colony stimulating factor

GH growth hormone

GM-CSF granulocyto-macrophage colony stimulating factor
GVHR  graft versus host reaction

GVL graft versus leukaemia

Hp haptoglobin

HPA hypothalamo - pituitary — adrenal
Hpx hemopexin

IFN interferon

IGF inzulin-like growth factor

IL interleukin

IL-1ra interleukin-1 receptor antagonist
IL-6R interleukin-6 receptor

kD kilodalton
LDsg 50% lethal dose
LH luteinizing hormone

LIF leukemia inhibitory factor



LPS
MB
M-CSF
MDA

mRNA
NAD
NE
NK
NNT-1
NO
OSM
PA
PDGF
PG
PMN
POMC
RBP
SAA
SAP
SD
SERPIN
SIRS
SOD
TEP
TGF
TNF
Trf
TSH
XOD

lipopolysaccharide

methylen blue

makrophage colony stimulating factor
malonyldialdehyd

molecular weight

messenger ribonucleic acid
nikotinaminadenindinucleotide
neutrophilic elastase

natural killers

neurotrophin-1

nitric oxide

oncostatin M

prealbumin

platelet derived growth factor
prostaglandin
polymorphonuclears
proopiomelanocortin

retinol binding protein

serum amyloid A

serum amyloid P

standard deviation

serine protease inhibitor
systemic inflammatory response syndrome
superoxiddismuthase
tetractoxypropane
transforming growth factor
tumou necrotising factor
transferrin

thyreotropic hormone
xanthinoxidase
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1.1
1.2
1.3
1.3.1
1.3.2
1.4

3.1

32

33

3.4

5.1

6.1

6.2

6.3

10.

11.

Cytokiny, regulatory systémové reakce organizmu

Fyzické a chemické vlastnosti cytokintl, klasifikace cytokint
Bliz8i charakteristika zakladnich cytokini

Cytokiny v chirurgii

Moznosti a perspektivy terapeutického podani cytokind v chirurgii
Cytokiny v chirurgii

Kaskéada obranné reakce organizmu a vytokany

Cile prace
Metodika stanoveni sledovanych parametrti
Vybér pacientit
ELISA metoda stanoveni cytokini
Imunonefelometrické stanoveni APP
Imunoluminometrické stanoveni prokalcitoninu
Proteiny akutni fize po operaci
Fyziologicka reakce cytokinti na operacni vykon
Sérové hladiny cytokint po nekomplikovaném operacnim zakroku
Vytokany v rozvoji zanétlivych pooperacnich komplikaci
Cytokiny jako spoustéci proteiny poopera¢niho multiorganového selhani
Ptinos cytokinil v diagnostice pooperacni nitrobtisni sepse
Srovnani uloh vybranych cytokinii a APP béhem inzultu
Procalcitonin jako ukazatel bakterialniho zanctu
Leptin — novy zanétlivy ukazatel
Pooperacni zmény bunécné a humoralni imunity
Vyuziti cytokinl v diagnostice zanétu pobfisnice
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Podékovani

Novy védecky Iékafsky poznatek nikdy nemize byt pouze vysledkem prace
jednotlivce. Lékai navazuje na vyzkumu a objevy svych predchidct. Mlady 1ékar pii své
praci nezbytné potfebuje cenné rady a doporuceni nejvzdélangjSich kolegi, ktefi tak sméruji
jeho dalSi medicinsky vyvoj. Soucasné je pro néj nenapravitelnd podpora celé rodiny a
zejména jejich nejmladsich ¢lenm.

Proto bych edd na tomto mist¢ pod€koval vSem, ktefi se jakkoli podileli na

zdokonaleni této prace.

Panu doc. MUDr Robertu Giirlichovi, CSc. a panu doc. MUDr. Pavlu Marunovi, CSc.

za systematickou vyuku a cenné podnéty a ptipominky smétujici ke zkvalitnéni mé prace.

Pani prof. MUSDr. Marii Peskové, DrSc., a panu doc. Janu Svabovi, CSc. za vytvofeni

podminek pro vyzkumnou ¢innost a zasadni podporu pfi zpracovani disertacni prace.

Muj dik patii mé manZzelce s Timurkem a Giorgiem i celé rodin€ za nezastupitelnou

podporu v pribéhu vyzkumné prace.

Témto vazenym spolupracovnikiim, rodiné¢ a mnohym dal$im nejmenovanym dékuyji.

Ivane Chachkhiani.
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