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1. Souhrn

Srdecni operace jsou spojené s rozvojem komplexni fyziologické reakce s aktivaci
imunitniho systému (SIRS), neurohormonalni odpovédi, metabolickymi zménami,
koagulopatiemi atd. SIRS je spusSténa poskozenim tkani, myokardidlni ischemii a reperfuzi,
pouzitim anestezie, kardioplegie, vyuzitim mimotélniho ob¢&hu aj. Nadmérna aktivace
imunitniho systému je spojena s progresi SIRS, s rozvojem zivot ohrozujiciho multiorgdnové
selhani, a tim 1 se zvySenou morbiditou a mortalitou v postoperacnim obdobi.  Odpovéd
imunitniho systému je regulovana a ukoncovana diky bunéénym i humoralnim regula¢nim a
inhibi¢nim mechanismim, mezi néz patii také zmény exprese v nasi studii monitorovanych
molekul CD200R, sCD200R, CD95 a CD95L.

Metody: Studie zahrnovala méteni exprese CD95, CD95L, CD200R, a sCD200R na
povrsich granulocyti a monocytti ve vzorcich 30 pacienttl, ktefi se podrobili srde¢ni operaci
S pouzitim mimotélniho ob¢hu. Krevni vzorky byly odebirany v preopera¢nim, bezprosttedné
po operaci a dale pak 1., 3. a 7. den po operaci a analyzovany pomoci prutokové cytometrie a
v pfipadé sCD200R metodou ELISA.

Vysledky: Zjistili jsme, Ze okamzité po operaci dochazi k vyraznému relativnimu
nartistu granulocytarni populace exprimujici protizanétlivou molekulu CD200R, a to z 5 % na
17,8 %. Dle toho, Ze tato populace je prevazné CD200R*CD95, tedy tyto buiiky omezené
exprimuji CD95, lze ptedpokladat i jejich nizs$i vnimavost k apoptdze. Pouze malé procento
CD200R" granulocytl zaroven exprimovalo i molekulu CD95. Nariist této populace byl z 0,5
% na 2,06 %. U této granulocytarni subpopulace bylo také zaznamenano snizeni exprese
CD200R, coz miize znamenat, Ze ona je zdrojem solubilniho CD200R, jehoz koncentrace
V séru vzrostla z 96 na 294 ng/ml. Kardiochirurgicky zakrok ovlivituje také expresi CD95L na
monocytech. Relativni zastoupeni CD200R*CD95L" monocytli se zvysilo 1. pooperaéni den
z 30,6 na 49,4 %, 7. pooperacni den pak hodnota klesla pod pfedoperacni, a to z 30,6 na 19,8
%. Monocytarni CD200R™ populace byla tvofena hlavné monocyty CD200R*CD95", které
spole¢né s expresi CD200R zvysily 1 expresi CD95. Rozdil na hladiné p<0,05 byl povaZzovan
za statisticky vyznamny.

Zavér: Nase data ukazuji, ze kardiochirurgicky zdkrok méni expresi CD200R, CD95 a
CD95L, stejné tak 1 koncentraci sSCD200R a zaroven poukazuje na jejich zapojeni do bunécné
regulace v podobé inhibice ¢i apoptozy, jez jsou spojeny s kardiochirurgickym zakrokem.



Abstract

Cardiac surgery is known to initiate a complex physiological response with the
immune system activation (SIRS), neurohormonal response, metabolic changes,
coagulopathies etc. SIRS is triggered by tissue injury, myocardial ischemia, reperfusion, use
of anaesthesia, cardioplegia, extracorporeal circuit etc. Excessive immune system activation
is associated with progression of SIRS, life-threatening multi-organ dysfunction (MOD), and
increased morbidity/mortality in the postoperative period. The immune system response is
regulated and terminated by both cellular and humoral regulatory and inhibitory mechanisms
including changes in expression of in our study monitored molecules: CD200/CD200R,
sCD200R and CD95/CD95L.

Methods: The study included the measurement the expression of CD95, CD95L,
CD200R, and sCD200R molecules in granulocyte and monocyte populations in blood
samples of 30 patients who underwent heart surgery using CPB. Samples collected before
surgery, after surgery, and in the postoperative period (1%, 3", 7" day) were analysed by flow
cytometry and SCD200R by ELISA.

Results: We discovered a significant increase in the percentage of granulocytes
expressing inhibitory molecule CD200R (from 5% to 17.8%) instantly after surgery. It might
be presumed that these cells are less susceptible to apoptosis, because they rarely expressed
CD95, CD200R*CD95  granulocyte subpopulation prevailed. Only a small percentage of
granulocytes expressed both molecules CD200R and CD95 (from 0.5 to 2.06 %). This
subpopulation of CD200R*CD95" cells decreased expression of CD200R after surgery, and
thus was likely to be a source of increased SCD200R in serum (from 96 to 294 ng/mL). CPB
also affected the expression of CD95L on monocytes. The percentage of CD200R*CD95L"
monocytes rose on the 1" postoperative day (from 30.6 to 49.4 %) and decreased below the
preoperative value on the 7" day after surgery (from 30.6 to 19.8 %). This population was
constituted mainly by CD200R*CD95" monocytes in which enhanced expression of CD95
was found (from 36,1 to 42,7). Differences were considered significant when p<0.05.

Conclusion: Our data show that the expression of CD200R, CD95, and CD95L, as
well as concentration of sDC200R was significantly influenced by cardiac surgery. This
implies the role of these membrane molecules in the cell regulation — inhibition and apoptosis
following cardiac surgery.



2. Uvod

Kardiochirurgické operace jsou spojené s rozvojem fyziologické komplexni systémové
odpovédi, do které¢ se zapojuje nejen imunitni systém, ale také systém nervovy, endokrinni.
Dochazi k metabolickym zménam, zménam v koagulaci, aktivaci kininového systému atd.
Imunitni systém stoji za rozvojem systémové zanétlivé odpovédi, kterd se projevi jako SIRS
rizné intenzity. I nekomplikovany zakrok je provézen aktivaci imunitniho systému, na ¢emz
se podili napf. poranéni tkéni, kontakt krve s povrchy mimotélniho ob¢hu, kardioplegie,
ischemicko-reperfuzni poskozeni. Imunitni systém disponuje mechanismy, jez umoziuji
mikroprostiedi (aktivacni, inhibi¢ni - kompenzacni), nebot pravé excesivni aktivace
imunitniho systému mize vyustit v SIRS spojeny s multiorgdnovym selhanim i smrti pacienta
(1-6). Do SIRS se v poc¢atku zapojuje hlavné vrozené slozky imunity, humoralni i buné¢na.
Zde jsou nejvice aktivni neutrofily a monocyty, u nichz dochazi ke zméndm produkce
cytokinli, ROS i expresi membranovych molekul (7-13). Pro jejich okamzitou odezvu na
zakrok jsme zvolili pravé tyto dvé bunécné populace a sledovani zmén exprese povrchovych
molekul, které souviseji s inhibici a ukoncenim zanétové odpovédi. Jednd se o molekuly
CD200R, CD95 a CD95L, ty jsme doplnili o SCD200R.

CD200R je transmembranovy glykoprotein typu I pattici do imunoglubulinové rodiny.
Jeho exprese je omezena na imunitni bufiky myeloidni a lymfoidni fady (14-21).
Cytoplazmaticka ¢ast receptoru nenese motiv ITIM (inhibitory tyrosine immunomodulatory
motif), ktery je typicky pro inhibi¢ni receptory, ale pienos signalu je zajistén 3 tyrozinovymi
zbytky. Vazba CD200 s CD200R zahaji fosforylaci NPxY motivl tyrozinovych zbytkt, ¢imz
umozni navazani PTB (phosphotyrosine-binding domain) adaptorovych proteinit Dok1/2 (22,
23). Diky tomu dojde k vazbé SH2 motivu adaptorového proteinu s inositol fosfatazou
(SHIP). Nasledujici kroky (rekrutace RasGAP, inhibice MAPK, ERK atd.) vedou k inhibici
NF-kB, a tim i k inhibici syntézy mnoha prozanétlivych cytokinti (IL-1p, IL-6, TNFa).
Naopak se zvysi syntéza protizanétlivych cytokini IL-10 TGF-. CD200R aktivace také
posiluje diferenciaci T lymfocytt do Treg subsetu, aktivitu IDO (Indol Dioxigenasy) atd.
Interakce CD200R s CD200 je tedy zapojena do rezoluce zanétlivé odpovédi, udrzeni
tolerance, snizeni odpovédi na alergeny, darcovské antigeny atd. Je zde vSak i1 negativni
dopad, a to hlavné v pfipadé rakovinného bujeni. Zde interakce CD200/CD200R podporuje
rast a metastazovani, nebot’ rakovinné bunky ¢asto zvysené exprimuji CD200 (24-30).

Vazba CD95 a CD95L spousti dilezitou signalni cestu, na jejimz konci mize byt
apoptoza buiky, ale také jeji aktivace. CD95 patii do TNFa rodiny. CD95L je konstitu¢né
exprimovan V imunoprivilegovanych oblastech. Jeho exprese je zvySena V piipadé ischemie,
oxidacniho stresu ¢i zanétu i na dalSich bunkach, vcetné endotelu ¢i bunkach imunitniho
systému. Jind situace je u CD95, ktery je konstitu¢né exprimovan na mnoha typech bunék,
veetné aktivovanych leukocyti. Tim muze dojit 1 k omezeni jejich extravazace, nebot’ vazba
CD95 na leukocytech s CD95L na endotelu navodi u imunitnich bunék apoptozu, jiz
predchazi sestaveni DISC (death-inducing signaling complex). DISC se sklada z receptoru
CD95, adaptorovych molekul FADD (Fas-associated with a death domain), prokaspazy 8 a 10
a CFLIP (FLICE-like inhibitory protein).

Navozenim apoptoézy imunitnich bunék se oslabi a ukoncuje zanétliva odpovéd.
Vazba CD95 a CD95L vSak miize mit i opacny dopad, tj. aktivaci bunck, zvySeni exprese
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prozanétlivych cytokinli a zvySeni migrace. V takovém piipad¢é nejsou aktivovany kaspazy
v DISC, kjehoz sestaveni ani nedochazi. Jsou vSak aktivovany signalni drahy zahrnujici
ERK, MAPK a také NF-«xB (31-37).

Exprese CD200R, CD95, CD95L na imunitnich bunkach pacientii podstupujicich
kardiochirurgicky zakrok neni dosud studovana. Pfitom tyto molekuly jsou zapojeny do
nasledné imunitni odpovédi, ktera je pro dalsi vyvoj pacientova stavu velmi dulezita. My jsme
zaznamenali zmény exprese molekul CD200 a CD200R u pacienti po kardiochirurgické
operaci a touto studii jsme doplnili a rozsitili poznatky o dalsi dilezita fakta.

3. Cil prace

1. stanoveni exprese vybranych povrchovych molekul na monocytech a granulocytech
v danych ¢asovych bodech

2. zhodnoceni dynamiky zmén exprese v case

3. stanoveni koncentrace sSCD200R v séru

4. zhodnoceni dynamiky zmén v koncentracich sCD200R v Case

5. posouzeni vztahli mezi jednotlivymi hodnotami

6. piipadné zhodnoceni, zda intenzita odpovédi imunitniho systému koreluje se zménami

exprese sledovanych molekul.

7. zhodnoceni pfinosu studie a moZnosti dalSich krokt

4. Postup a metody

4.1 PACIENTI, DEMOGRAFICKA DATA, KLINICKE ASPEKTY

Studie byla schvalena Etickou komisi Lékaiské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové. Ve sledovaném souboru 30 pacientll (19 muzl a 11 Zen), ktefi byli pfed zafazenim
do studie ustné 1 pisemné seznameni se vSemi naleZitostmi a pfed zakrokem podepsali
informovany souhlas, jimz potvrdili svou ucast ve studii. Mezi kritéria, ktera vylucovala
pacienta ze zafazeni do studie, patfila napt. Pfedoperacni infekce, jakykoli jiny chirurgicky
zakrok v neddvné dobé€, naddorové onemocnéni, dysfunkce levé komory srde¢ni s ejekéni
frakei nizsi 30 %. Pacienti u€astnici se studie podstoupili kardiochirurgicky zékrok s pouzitim
mimotélniho obé&hu.

Pacienti byly ve véku 52-84 let s medianem EuroScore, tedy operacniho rizika, 5,2;
riziko pak ptedstavuji pacienti s hodnotou EuroScore nad 6. U EuroScore vysSim nez 11 je
mortalita udavana az 36,5 %, zatimco u EuroScore do 2 je 0,8 % (tab. 6; 449). U jednotlivych
pacientli se liSila délka operacniho zdkroku, zaklampovani aorty, krevni ztraty i doba
hospitalizace po zékroku, a to dle zavaznosti jejich pfedoperacniho stavu a naro¢nosti operace
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(tab. 1-5). Ackoli vSichni pacienti podstoupili operaci s pouzitim MO srdce, vykony na srdci
samotném byly rozdilné. Byly provadény chlopenni ndhrady ¢i plastiky, aortokoronarni
bypassy, 1écba fibrilace sini operaci MAZE aj. V zadném piipad¢ nebyla vyuzita mechanicka
srde¢ni podpora. Néktefi pacienti méli pooperacni komplikace jako napi. Sinové fibrilace,
postizeni plic, ledvin. Dva pacienti podstoupili operacni revizi. Tito jiz pfedoperacné trpéli
jinou vaznou chronickou nemoci (tab. 3). Pocty hospitaliza¢nich dni zavisely na vyskytu
komplikaci u pacientii a pochybovaly se od 7 do 58 dni dle komplikaci v pooperacnim
obdobi.

Tab. 1 Demograficka data pacienta

Pacienti (pocet) 30

Muzi/zeny 19/11

Vek (roky) 68,5 (52-84)
BMI 28,25 (22,7-39,1)
Ejekéni frakce (%) 60 (15-75)
Diabetes mellitus (pocet) 8

CHOPN (pocet) 3

EuroSCORE (%) 5,2 (1,51-27,18)

Tab. 2 Data tykajici se pribéhu operace

Délka trvani MO (min) 106 (65-196)
Doba zaklampovani aorty (min) 80 (43-137)
Celkova krevni ztrata (ml/h) 575/44

(200-3300/41-72)

Pooperacni  pobyt v nemocnici || 12 (7-58)
(dny)




Tab. 3 Poopera¢ni komplikace

Pooperacni komplikace

Pocet pacienti

Vyrazny nartst CRP

Sifiova fibrilace

Chirurgicka revize

Ledvinné selhani

Akutni respiracni distress syndrom

Systémova zanétliva reakce

Diseminované intravaskularni krvaceni

Multiorgédnové selhani

Kardiogenni Sok

Reoperace

(C) | SN | TSN | S | SN | O | SN | IO | IENE | S

Tab. 4 Pouziti krevnich nahrad

Typ krevni nahrady Pocet pacient

Erytrocytarni masa 25

Mrazend krevni plazma

Srazeci faktor — Protromplex

9
Trombocyty 3
1
2

Fibrinogen

Tab. 5 PouzZita medikace pre-, poopera¢né

Doba podani medikace || Podana medikace

Pocet pacientii

Preop. Statiny 13
Fibraty 2

Poop. Antibiotika 5
Kortikoidy v disledku 3
operace
Kortikoidy pfi zhorSeni 3
prvotniho onemocnéni
Inotropni 1éky 28




Tab. 6 Mortalita dle Euroscore

EuroSkére Mortalita %
0-2 0,8

3-5 3

6-8 7,4

9-11 16,4

>11 36,5

(Rev Esp Cardiol. 2008;61:567-71. Vol. 61).

4.2 POPIS OPERACE

Vsechny provadéné chirurgické zakroky byly provadény s podporou konvencniho
mimotélniho ob&hu. Krev byla odvadéna (drénovana) z téla spole¢nou, tzv. two-stage kanylou
odvadeéjici zilni krev z pravé sin¢ a dolni duté zily a krevni navrat zpét do téla byl zajistén
kanylou zavedenou do vzestupné aorty.

Mimotélni ob&h sestdval z téchto soucasti: rotacni pumpy (Stockert Instrumente
GmBH, Miinchen, Germany), membranového oxygenatoru s integrovanym skladacim
zasobnikem, kardiotomického sani arteridlni filtr 40 p s odvzduSiovaci linkou (Dideco SrL,
Mirandola, Italy). Systém mimotélniho obéhu nebyl oSetfen hemokompatibilni substanci.
Priming sestaval z 500 ml roztoku Ringer laktatu, 500 ml reodextranu (Rheomacrodex), 5,000
IU heparin, 80 ml hydrogen uhli¢itanu sodné¢ho (NaHCOs 8,4%), 20 ml 10% siranu
hotecnatého a manitolu (1 g/kg vahy). Pacientim byl nitroZiln€ podan heparin v davce
300 IU/kg, aby doslo k prodlouzeni aktivovaného ¢aste¢ného tromboplastinového ¢asu béhem
operace minimalné¢ na 480 s. Pacientim nebyl intraven6zné podan Zadny dalsi 1€k, napft.
aprotinin nebo kortikosteroidy.

Kardiochirurgické zakroky byly provadény v normotermii. Kardioplegické zastaveni
srdce bylo indukovéano studenym krevnim kardioplegickym roztokem, ktery sloZzenym z krve
a St. Thomasova roztoku (Ardeapharma, Sevetin, Czech Republic) v poméru 4:1. Tento byl
aplkovan antegradné do kotene aorty. Opakovan byl po 20 minutach. V priibéhu napojeni na
mimotélni obéh byl pritok regulovan pumpou tak, aby byla zajiSténa perfuze tkani
v hodnotach 2,4 I/min/m? povrchu téla a tlak byl na hodnotach mezi 50-60 mmHg. Po
ukonceni operace bylo podano heparinové antidotum protamin sulfat v davce 1:1.

4.2.1 VEDENI ANESTEZIE

Pacienti podstoupili anestezii v souladu s protokolem kardiochirurgického pracoviste,
tj. anestezie byla zahdjena podanim thiopentalu a midazolamu. Svalové relaxace se dosahlo
podanim cisakrakuria. Anestezie byla u pacientll dale udrzovana pomoci izofluranu, ktery byl



doplnovan sufentanylem v danych casovych rozestupech. V ptipad¢é nutnosti byla pridana
kontinualni infuze s propofolem. Byla monitorovana oxygenace a saturace krve kyslikem
FiO2 0,5, stejné tak byl udrzovan stiedni krevni tlak nad hodnotou 50 mm/Hg, v piipadé
nutnosti zvysit klesajici tlak byl podan noradrenalin.

4.3 LABORATORNI METODIKY
K ziskani vysledkl bylo vyuzito téchto postupti:
o Flow cytometrie — ke zhodnoceni exprese povrchovych znakt

° ELISA — Kk uréeni sérového sCD200R

4.3.1 ODBER A ZPRACOVANI KREVNICH VZORKU

Krev z periferni zily pted, po, 1., 3., 7. den po operaci do vakuové odbérové soupravy
s heparinem nebo trombinem (heparinized Vacutainer tubes a thrombin Vacutainer tubes BD;
UK).

Koagulované krevni vzorky byly centrifugovany, aby doslo k oddéleni séra a krevnich
bun¢€k. Sérum bylo nésledn¢ skladovano pti teplot¢ -70 °C a poté pouzito k urceni
koncentrace solubilniho receptoru CD200R pomoci ELISA kitu — ELISA Kit for CD200
Receptor 1 (CD200R1) — sandwich enzyme immunoassay (USCN; China) se senzitivitou 0,55
ng/ml. Vyrobcem bylo deklarovéno, ze pfi detekci sCD200R nedochazi ke zkiizené reaktivité
s jinymi podobnymi proteiny, jako napt. CD200R2.

Heparinizované krevni vzorky byly zpracovany okamzité po odebrani. Do plné krve
(50 pl) byly pfidany znacené protilatky (2,5 pl) a vzorky inkubovany pii pokojové teploté ve
tmé po dobu 20 minut. Po uplynuti této doby bylo pfidano lyzac¢ni ¢inidlo — 200 pl
hypotonického roztoku NHsCl (OptiLyse, Immunotech, France) k lyze erytrocyta pfi
pokojové teploté v Seru po dobu 10 minut. Po této dob¢ byl ptidan 0,5 ml PBS a vzorky byly
zcentrifugovany (300 g po dobu 5 minut), promyty, supernatant resuspendovan. Takto
pfipravené vzorky byly analyzovany pratokovym cytometrem.

Veskeré pouzité znacené protilatky byly mysi izotypu IgG1l specifické pro lidské
antigeny.

Anti-CD200R FITC (clone OX-108) (Serotec; UK); CD95L PE (clone 14C2) (Serotec;
UK); anti-CD95 PE (clone UB2) (Beckman Coulter; CR); anti-CD14 (clone MEM-241)
(Exbio; CR); izotypova kontrola mysi IgG1 FITC a IgG1 PE (Caltag Laboratories; USA).



4.3.2 PRISTROJOVE A PROGRAMOVE VYBAVEN{

Data byla ziskdna na FACS Calibur flow cytometer, jenz je pravideln¢ kalibrovan
pomoci CaliBRITE beads za pouziti FACSComp software (BD; USA), za pouziti softwaru
CellQuest (BD; USA) a vysledky byly vyhodnoceny programem FlowJo (Tree Star; USA).

Exprese povrchovych molekul CD200R a CD95 na monocytech a granulocytech je
vyjadiena jako MFI (median fluorescence intensity) a zastoupeni bunck exprimujicich
znaceny znak je vyjadieno jako procento pozitivnich CD200R* a CD95" z celkové populace
zkoumanych bunék.

4.4 STATISTICKE VYHODNOCENI]

Vysledky byly hodnoceny statistickym softwarem Statistica 10 (Statsoft, USA) za
vyuziti téchto metod:

Shapiro-Wilkav test normality

Leventiv test homogenity rozptyla

ANOVA

Friedmanova analyza pro zndhodnéné bloky

Post hoc analyza zahrnovala Dunnettiv test ¢i Wilcoxontv test.
Rozdil na hladiné p<0,05 byl povazovan za statisticky vyznamny.

Vysledkové hodnoty jsou uvadény jako median, neni-li uvedeno jinak. Grafy zndzoriuji
median, kvartil a rozsah neodlehlych hodnot.

5. Vysledky
Zkoumané znaky a populace a tabulka s ptehledem namétenych hodnot (tab. 7).

CD200R+ granulocyty/(monocyty)

. T

% CD200R*CD95" granulocyty % CD200R*CD95* granulocyty
CD200R CD200R CD95
exprese (stfedni intenzita fluorescence, MFI) exprese (MFI)
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Tab. 7 Piehled namérenych hodnot na granulocytech a monocytech

pied op. || poop. || 1.den 3. den 7. den

granulo CD200R* % 5,0 17,8 14,9 14,6 13,1
granulo CD200R*CD95" % 4,3 17,5 11,4 6,4 8,8
granulo CD200R*CD95" % 0,51 0,23 0,60 2,06 1,15
granulo CD200R'CD95" MFI

CD9%5 47,1 46,2 44.8 46,7 45,5
granulo CD200R'CD95" MFI

CD200R 49,6 45,0 46,6 45,3 45,6
granulo CD200R*CD95L" MFI

CD95L 57,8 50,2 59,3 80,3 60,1
mono CD200R* % 30,6 33,4 49,4 40,9 19,8
mono CD200R*CD95 % 21,1 25,8 24,5 13,2 10,0
mono CD200R'CD95  MFI

CD200R 25,5 27,2 26,9 26,4 25,0
mono CD200R*CD95" % 4,0 4,7 26,0 21,5 6,6
mono CD200R*CD95" MFI

CD200R 28,4 31,6 33,4 29,9 27,6
mono CD200R*CD95" MFI

CD95 36,1 36,4 42,7 40,8 38,6
koncentrace sCD200R1 96 294 105 78 93

5.1 EXPRESE ZNAKU CD200R, CD95 A CD95L NA GRANULOCYTECH

Predoperacn¢ je relativni zastoupeni granulocyti exprimujicich CD200R v
granulocytarni populaci 5%. V pooperacnim obdobi vSak doSlo k nariistu a 1. den ¢inilo
relativni zastoupeni CD200R™ granulocyti 17,8 %. V dal$ich odbérech byl patrny klesajici
trend, 7. pooperacni den byla hodnota 13,1 % (graf 1). I pfes zvyseni relativniho zastoupeni
granulocytli nesoucich znak CD200R se vSak denzita exprese molekuly nezvysSila. U
subpopulace CD95*CD200R™ doslo k jejimu poklesu.

Molekula CD200R" byla exprimovéana jak majoritni subpopulaci granulocytd, tj.
CD95 (~ 90,6 % CD200R" granulocytl, data nejsou zobrazena), tak subpopulaci
aktivovanych CD95" granulocytti. Populace granulocyti nesoucich proapoptotickou CD95 je
tedy zna¢n¢ mald, ackoli by se dalo pfedpokladat, Ze dojde ke zvySeni jeji exprese na
aktivovanych neutrofilech. Ani intenzita exprese CD95 na CD200R" nerostla. Setkali jsme se
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s opacnym jevem, tedy poklesem exprese. Z predoperacni hodnoty MFI CD95 47,1 doslo 3.
den k poklesu na 44,8. Dalsi sledované dny doslo k mirnému ristu hodnot, ale ty nedosahly
hodnoty vychozi a zmény nebyly statisticky vyznamné (graf 2).

V piipadé subpopulace CD200R*CD95 jsme zachytili vyraznou dynamiku v
relativnim zastoupeni. V pfedoperacnich vzorcich ¢inilo 4,3 %, zatimco pooperacni hodnota
byla 17,5 %, 3. pooperacni den jiz byl patrny vyznamny pokles na 6,4 % (graf 3). Jinou
dynamiku zmén jsme zdokumentovali u subpopulace CD200R*CD95". Po zakroku doslo k
poklesu hodnot z 0,51 na 0,23, s naslednym narastem a 3. pooperacni den dosahly hodnoty
maxima, tj. 2,06 (graf 4). Intenzita exprese na CD200R na CD200R*CD95" v prvnim
poopera¢nim méieni poklesla ze 49,6 na 45,0 MFI (graf 5). V nasledujicich méfenich sice
doslo k nartistu hodnot, ale ne na hodnoty pfedoperacni.

Zmény doznala exprese CD200R také na granulocytarni subpopulaci CD200R*CD95'.
Pooperac¢ni hodnota MFI CD200R poklesla ze 41,4 na 40,3. Dalsi méfeni zachytilo nardst
hodnot, a to i nad baseline (graf 6).

CD95L byla dalsi sledovanou molekulou. Relativni zastoupeni granulocyti
CD200R+CD95L se béhem sledovaného obdobi nezménilo, stejné tak exprese CD200R.
Vyznamné se vSak zménila sila exprese CD95L. Po operaci doslo k poklesu z 57,8 na 50,2
nasledoval rast hodnot s maximem 3. pooperacni den, kdy byla naméteni hodnota MFI 80,3.
7. den doslo k poklesu hodnotu blizkou vychozi, tj. na 60,1 (graf 7).

Granulocyty 100 %
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Graf 1: Relativni zastoupeni CD200R* granulocytii v granulocytarni populaci
(* p<0,05)
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Graf 2: MFI hodnoty exprese CD95 na CD200R*CD95* granulocytech
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Graf 3: Relativni zastoupeni CD200R*CD95" granulocytii v granulocytarni populaci
(** p<0,01)
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Graf 4: Relativni zastoupeni CD200R*CD95*granulocyti v granulocytarni populaci
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Graf 5: MFI hodnoty exprese CD200R na CD200R*CD95*granulocytech
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Graf 6: MFI hodnoty exprese CD200R na CD200R*CD95 granulocytech
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Graf 7: MFI hodnoty exprese CD95L na CD200R*CD95L* granulocytech
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5.2 EXPRESE SLEDOVANYCH MOLEKUL CD200R A CD95 NA MONOCYTECH

I vmonocytarni populaci jsme zachytili zmény jak v relativnim zastoupeni
jednotlivych subpopulaci, tak v expresi sledovanych molekul. Relativni zastoupeni CD200R*
monocytl vyrazné vzrostlo béhem 3 dni z 30,6 na 49,4 %. Poté doslo k poklesu na 19,8 %
(graf 8).

Stejn¢ jako v granulocytarni populaci v monocytarni dominovala v ptfedopera¢nim
obdobi subpopulace CD200R*CD95". Relativni zastoupeni této subpopulace v poopera¢nim
obdobi dale rostli, a to z 21,1 na 25,8 %. Mirny naridst byl vystiidan propadem sledované
hodnoty, které¢ 7. den 10,0 % (graf 9). Krom téchto zmén se také zménila MFI CD200R na
CD95" monocytech. Po naristu MFI bezprostfedné po operaci z 25,5 na 27,2 hodnota klesala
a 7. den se snizila pod ptfedopera¢ni hodnotu, a to na 25,0 (graf 10). Zmény byly
zaznamenany i v minoritni populaci CD200R"CD95". Relativni zastoupeni vzrostlo ze 4,0 na
26,0 % naméfenych 3. pooperacni den (graf 11). Tento nartst byl provazen i zvySenim MFI
CD200R a CD95. V piipadé MFI CD200R se hodnota zvysila z ptedoperacni 28,4 na 33,4 ve
vzorku z 1. pooperac¢niho dne. Sedmy den hodnota MFI CD200R klesla pod ptredoperacni, a
to na 27,6 (graf 12). MFI CD95 dosahla maxima 3. den po operaci, doslo ke zvyseni z 36,1 na
42,7 (graf 13).
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Graf 8: Relativni zastoupeni CD200R* monocyti v monocytarni populaci
(* p< 0,05; *** p<0,00)

16



50

45 |

40 |

35 |

Procento CD200R+CD95-

Monocyty 100 %

30 |

25t

20 |

15 }

10 |

[m}
l a
pFed op. po op. 1. den 3. den 7. den

Graf 9: Relativni zastoupeni CD200R*CD95" monocyti
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Graf 12: MFI hodnoty exprese CD200R na CD200R*CD95* monocytech
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Graf 13: MFI hodnoty exprese CD95 na CD200R*CD95* monocytech
(*** p<0,001)

5.3 SEROVA KONCENTRACE SOLUBILNIHO RECEPTORU CD200R

Nejen hodnoty exprimovanych molekul byly operaci ovlivnény. USetfen nezistal ani
receptor CD200R ve své solubilni podobé. Jeho koncentrace v séru prudce a vyrazné stoupla
okamzit¢ po operaci, a to z96 na 294 ng/ml, pfiCemZ sniZzeni exprese CD200R byla
zachycena jen u granulocytarni subpopulace CD200R*CD95". Dalsi méfené hodnoty mély
sestupny charakter, pouze posledni méfeny den doSlo opét k mirnému zvySeni oproti 3. dnu
(graf 14). Dalo by se fici, ze koncentrace sSCD200R kopirovala v obdobi po operaci a 1. den
zmény exprese CD200R u CD200R*CD95".
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Graf 14: Sérova koncentrace sCD200R
(*** p<0,001)

6. Diskuse

Kardiochirurgicky zakrok je vZdy spojen s aktivaci imunitniho systému a rozvojem
systémové zanétlivé odpovédi rtizné vaznosti, kterd miize skoncit i smrti pacienta. Snizeni
peri- a pooperac¢nich komplikaci je hlavnim cilem lékafského tymu. Ke snizeni rizik mize
piispét volba operacniho postupu. Dle dostupnych dat se ukazuje, ze napt. off-pump ¢i
miniinvazivni zékroky vyvolavaji mensi odpovéd’, stejn¢ tak muze riziko snizit volba
biomaterialt v mimotélnim ob¢hu, druh anestezie ¢i medikace (38-46). I pfes mnoha
preventivni a léebna opatfeni neni mozné se SIRS zcela vyhnout. Operaéni zakrok muze
ovlivnit pocty, fenotyp, tedy i aktivitu a funkce imunitnich bunék.

V patogenezi SIRS, ktera je odpovédi na chirurgicky zakrok, sehravaji velmi diilezitou
roli bunky vrozené imunity granulocyty a monocyty, které jsme vybrali pro nasi studii.
Sledovali jsme jak zmény v zastoupeni jednotlivych subpopulaci nesoucich znaky CD200R,
CD95, CD95, tak i zmény intenzity v expresi zminénych molekul, které maji inhibi¢ni a
imunoregulacni charakter.

V pooperaénim obdobi dochdzelo ke zvysSeni relativniho zastoupeni leukocyti
nesoucich inhibi¢ni receptor CD200R. Granulocytdrni populace odpovédéla na zékrok
rychleji. Maximalni hodnoty byly zaznamenany jiz v prvnim vzorku po operaci. U monocytl
bylo maxima dosaZeno 1. pooperacni den. Relativni zastoupeni granulocytit CD200R*CD95
se zvysilo, zatimco zastoupeni populace CD200R'CD95*, ktera byla jiz pted operaci
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mensinova, okamzité po operaci dale pokleslo. U monocytu je situace jina, rostou hodnoty
obou populaci, pfi¢emz CD200R*CD95" dosahuje 3. poopera¢ni den vysSich hodnot neZ
populace CD200R*CD95'.

Neutrofily jsou povazovany za hlavni inicidtory zanétlivé reakce po operacnim
zakroku. Jejich rychlejsi reakce byla tedy o¢ekavana (47). Stejné jako tak se dalo ocekavat, ze
bude prevazovat populace CD95, aby nedochdzelo k velkym apoptotickym ztratdm
neutrofilii, které jsou v této fazi odpovedi potfebné. Tato CD95 negativni populace je navic
také nositelem inhibi¢ni molekuly CD200R. Dle vseho neutrofily méné podléhaji apoptoze,
prodluzuje se jejich Zivotnost, ale zaroven jsou také inhibovany ptes CD200R, ¢imz se omezi
jejich funkce a prozanétlivé piisobeni. Je pravdépodobné, Ze i ony samy se pak zapojuji do
inhibice zanétlivé odpovédi. Snizeni a oddaleni apoptézy u granulocytii bylo potvrzeno
Vv mnohych studiich, jedna z nich sleduje pfi¢innou souvislost mezi hladinami IL-6 a GM-CSF
¢i IL-8, jejichz produkce se zvySuje (48-52). Existuji v8ak i studie, napt. Deloguova, které
popisuji zvyseni apoptdzy neutrofili béhem 24 hodin po operaci, za timto jevem mohou stat
zvysené koncentrace cytokinii TNFa, IL-10 a také ROS (53).

U monocytl je situace jina, zvySuje se relativni zastoupeni monocytl, které nesou
proapoptoticky receptor CD95. V jejich piipadé vSak nedochézi ke zvySeni apoptdzy, to mize
byt dano pfitomnosti zatim piesné nepopsanych antiapoptotickych sérovych faktorti, zménami
koncentraci cytokind, pfitomnosti LPS aj. (54-59). Neni mozné pominout ani fakt, Ze by se
do procesu oddaleni apoptdzy mohl zapojit i receptor CD200R a jeho aktivace, a tim zapojeni
jinych signdlnich cest nutnych pro pteziti.

U granulocytarni populace i pfes mirny relativni narGst subpopulace
CD200R*CD95" 1.-7. poopera¢ni den dochazi k poklesu exprese CD95 pod vychozi hodnotu.
Zda se tedy, Ze tato populace by mohla byt zdrojem sCD95, ktery se odStépuje z bunécné
membrany. Dostupné studie popisuji zvySenou aktivitu metaloproteindz a také nariist hodnot
SCD95 v prvnich hodinach po operaci (60-63).

Dalsi sledovanou molekulou byla CD95L na granulocytarni populaci exprimujici
CD200R. Od 1. poopera¢niho dne dochazi k narustu exprese, s maximem 3. den, zatimco
prvni poopera¢ni méfeni zachycuje snizeni. Tyto vysledky by tedy mohly byt v souladu se
studii Marsikové, ktera zachytila po operaci zvySeni koncentrace sCD95L. Nami zachyceny
pokles by mohl byt zpisobem odstépenim ligandu z membrany. Marsikova vsak sledovala
hodnoty sCD95L pouze 24 hodin, zatimco my expresi CD95L 7 dni (64). ZvySeni exprese
CDI95SL zachytil ve své studii také Papathanassoglou. Zde vSak S§lo o expresi na
mononukledrech, jejiz zvySeni bylo provdzeno zhorSenim klinického stavu pacientl a

vvvvvv

-----

samoregulacng€. Je tu vSak dalSi aspekt tykajici se aktivace CD95. Nemusi vzdy doji
k apoptoze, ale mize byt touto vaznou posilena migrace neutrofil a tvorba ROS, IL-8 i
TNFa (34, 65-67).

Na monocytarni populaci je situace odlisSnd. Obé sledované bunécné populace
CD200R*CD95 i CD200R*CD95" zvysuji své relativni zastoupeni. Nartst je vSak vystiidam
poklesem relativniho zastoupeni CD200R*CD95  monocytl, kdyz hodnoty klesaji az pod tu
vychozi. Pokles CD200R*CD95" je pomalejsi. I kdyZ by se dalo spise predpokladat, Ze tato
populace, ktera je nachylnéjsi k apoptoze, bude klesat rychleji a vyraznéji. U monocyti pak
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nedoslo jen k nartstu relativniho zastoupeni CD200R*CD95" monocyti, ale také ke zvySeni
intenzity exprese CD95. Tento vysledek je v podstaté shodny se studiemi, které kultivuji
CD14" monocyty se sérem pacientt se SIRS. V takovém prostiedi zvyS$uji monocyty expresi
CD95 (490). Toto zvySeni muze byt posileno aktivaci IRF-1 vlivem zvySeni hladin INF-y
V poopera¢nim obdobi (68, 69).

Ackoli by se dalo predpokladat, ze dojde ke zvyseni exprese CD200R, kdyz se zvysilo
i relativni zastoupeni bunék, které ji nesou, nedoslo k tomu u neutrofilii. V literarnich zdrojich
je opakovan¢ zachycovéano zvyseni exprese CD200R v dasledku zanétlivé reakce, coz je
V rozporu s nasimi vysledky. Jen monocytarni populace zvysuje intenzitu exprese CD200R. 7.
den se vSak hodnoty dostavaji na hodnotu piedoperaéni. Tuto rozdilnost v expresi CD200R na
granulocytech a monocytech by bylo mozné pficist aktivit¢ C/EBPB. Studie provedena
Dentesantem popisuje, ze aktivita C/EBPB potla¢uje expresi CD200R na aktivovanych
mikrogliich, které jsou vlastné rezidentnimi makrofagy v centralni nervové soustavy. Tento
protein, je-li aktivni, je pak zodpovédny za spravnou granulocytopoézu a zrani neutrofild,
naopak u monocytt inhibuje proliferaci. Exprese tohoto transkripéniho faktoru se zvysuje
Vv zanétlivém prostiedi, vlivem zvysené exprese IL-1p, LPS, TNFa aj. (70-72).

Pokud bychom tedy generalizovali a vzali moznost, ze zvySena aktivita C/EBPJ
snizuje expresi CD200R i u dal$ich bun€k imunitniho systému, byla by v tomto ohledu
odpovidajici granulocytarni populace, nebot’” C/EBPB podporuje i granulocytopoézu, coz by
odpovidalo zvySeni poctu neutrofili a neménné, ¢i dokonce snizené intenzité exprese
CD200R. Monocytarni populace, zmény, které nastaly v nami sledovaném obdobi, by tak
Dentesantovym vysledkiim nevyhovovala, ale je v souladu se studiemi potvrzujicimi nartist
exprese CDZ200R v prozanétlivém prostredi (73-77). Udrzeni exprese CD200R na
monocytech, navzdory moznému piasobeni C/EBPP, by pak mohla byt i pod taktovkou
aktivace receptoru PPARy. Exprese tohoto receptoru se zvySuje v prozanétlivém prostiedi pod
vlivem TNFa a IL-4 a ma schopnosti tlumit imunitni odpovéd’. Jedna ze studii doklada, Ze
pravé stimulace tohoto receptoru vede K udrzeni exprese CD200R a CD200 na mikrogliich
Vv centralni nervové soustavé (78-80).

Nezvyseni ¢i pifechodny pokles exprese CD200R na granulocytech miiZze byt ovSem
zpusoben také odstépenim molekuly CD200R za vzniku plazmatického sCD200R, jehoz
koncentrace se v séru pacientll pooperacné zvysuje. Prvni hodnoty poklesu exprese CD200R
jsou ve shodé se zvySenim koncentrace sCD200R. Podobné jako je tomu u jinych solubilnich
receptord, ma i sCD200R antagonistickou povahu, coz je ddno jeho vazbou na molekuly
CD200, jimz tak zamezi vazat se na membranové vazané receptory a aktivovat je. I v tomto
pfipad¢é ovSem nardzime na nedostatek jinych prament, které¢ by tento jev popisovaly. Jsou
dostupné pouze studie tykajici se kostniho metabolismu, kdy u na lizko upoutanych ucastnikii
experimentu dochéazi ke zvySeni koncentrace sCD200R ve spojeni se ztratou kostni tkané
(81).

Vztah molekul CD95 a CD200R miiZze byt vzajemné se posilujici co se inhibi¢niho
pusobeni tyka. CD95 mediovand apoptéza muze zastavit aktivaci signalnich drah, které vedou
pred aktivaci ERK, PI3K, MAPK a NF-kB (82). Stejné¢ tak stimulace CD200R inhibuje
zminéné komponenty signalnich cest, a to diky aktivaci RasGAP, ¢imz snizuje 1 riziko
aktivace téch drah po stimulaci CD95, pokud by nedoslo k zahdjeni apoptotické signalni
cesty, ktera vede u bun¢k ke zvysené produkci prozanétlivych cytokint (22, 23). CD200R by
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tak mohla inhibovat jeden z mechanismu, ktery by mohl zastavit apoptoticky proces. Je tedy
mozné, ze koexprese obou molekul pomaha udrzet piipravenost k apoptdze a zaroven inhibuje
bunécnou aktivitu.

Podivame-li se 1 na expresi dalSich molekul, abychom ziskali Sirs$i obraz, odhaluje se,
Ze monocyty jsou v poopera¢nim obdobi spise tlumené i tlumivé, klesa u nich exprese HLA,
CD40, i kostimulaé¢nich molekul CD80, CD86, naproti tomu roste exprese CD95, CD200R,
CD163 (13, 83). U neutrofilt se pak setkavame s poklesem CD200R, CD95, naopak roste
exprese CD166 a CD195, jez jsou zodpovédné za migraci a chemoatrakei téchto bun¢k do
mista postizeni (84). Moznost migrace spolecné se snizenim citlivosti k apoptoze dava
neutrofilli prozanétlivy potencial.

Snazili jsme se téz zhodnotit, zda sila zmén exprese jednotlivych nami
meéfenych molekul koreluje s tizi pooperacniho stavu pacientd, tj. zda pacienti s prokazanymi
¢i koncentraci sérového sCD200R. Tato korelace se ndm vSak nepodafila zachytit. Nemizeme
ani vyjit ¢i porovnat nase vysledky s jinymi autory, nebot exprese téchto molekul u
kardiochirurgickych pacienti neni v literatuie popsana.

7. Zavér a zhodnoceni prinosu studie a moznosti dalSich kroku

V nas$i studii se podatilo potvrdit, Ze kardiochirurgicky zakrok ma vliv na aktivitu
imunitniho systému. Zasahuje také bunky nespecifické imunity, které jsme sledovali, tj.
monocyty a granulocyty. Obé bunétné populace u vSech zicastnénych pacienti méni expresi
nami sledovanych molekul 1 relativni zastoupeni jednotlivych subpopulaci. V pooperacnim
prabéhu se také méni koncentrace sSCD200R. Tyto zmény tak reflektuji reakci imunitniho
systému na stresovou situaci, kterou je pravé operacni zékrok. Silu odpovédi, a tedy 1 nastup
moznych klinickych komplikaci u pacienti po operaci, vSak nelze pomoci téchto parametrti
predikovat. Dynamika zmén neni u pacientd s komplikacemi v podobé SIRS, selhavani
organi atd. jednotna. Tato studie pak ma vyznam hlavné v kontextu s dal§imi provadénymi
studiemi, které sleduji jiné imunitni parametry, které chirurgicky zakrok ovliviiuje. Diky tomu
je mozné ziskat uceleny pohled na problematiku reakce imunitniho systému na chirurgicky
zakrok. Tyto znalosti pak mohou byt uplatnény 1 v klinické praxi.

Navic je nutné zminit, Ze neexistuji studie (nepodafilo se nam najit zadnou), které by
sledovaly prave expresi CD200R a CD95, CD95L u pacientti po kardiochirurgickém zakroku.
V tomto ohledu lze préaci prezentovat jako prioritni.

Studie méla své limitace hlavné v poctech pacientl, heterogenité souboru (vek,
pohlavi) i stavu pacient pred operaci (komorbidity), lisily se provedené operacni zakroky,
jejich asova narocnost i personal, ktery se na operacich podilel.

Dal8imi moznymi kroky po této prezentované studii by pak mohlo byt srovnani zmén
exprese molekul u rGznych typl operaci, tj. off-pump, miniinvazivni operaci, vétsi
homogenizaci skupiny pacientl. Zde se vSak narazi na pocty pacienti a klinické indikace
k danym typum operaci, které pln€ nalezi do rukou chirurgl, ¢i piipojit do zkoumani téz
expresi molekuly CD200. OvSem je otdzkou, zda by, vlivem Siroké distribuce a expresi na
mnoha typech télnich bunék, zmeény jeji exprese byly dostatecné vypovidajici.
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