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2 SOUHRN

Ischemicka choroba srdec¢ni (ICHS) postihuje vétSinu osob starSich 60 let a stava se
tak nejpravdépodobnéjsi pfi¢inou umrti v této vekové kategorii obyvatelstva.
Revaskularizace srdecnich tepen pomoci arteridlnich nebo venéznich stépti (CABG)
predstavuje standardni léCebnou metodu ICHS. Chirurgickd revaskularizace je
nejcastéji provadéna s pouzitim mimotélniho ob&hu, kdy ptistup k srdci byva zajistén
stfedni sternotomii. PfestoZe tento typ zdkroku silng aktivuje jak humordlni, tak
bunééné slozky imunitnfho sytému, jen umalého procenta pacientli se objevuji
zavazné pooperacni komplikace, jako organové selhani, dehiscence rany, sepse.

Tato dizertacni prace se vénuje zménam vybranych bunéénych a sérovych
parametrii v disledku kardiochirurgické operace. Jedna se o retrospektivni studii
srovnavajici imunitni odpovéd u dvou skupin pacientd operovanych stejnymi
opera¢nimi tymy podobnou operacni technikou, kdy rozdil spocival v pouziti a
nepouziti 500 mg metylprednisolonu (MP) v primarni naplni mimotélniho ob&hu.
Pacientim byly odebirany krevni vzorky pfed operaci, po ukonceni mimotélniho
obéhu, po ukondeni operace, prvni, tieti a sedmy pooperaéni den. V krevnich vzorcich
byly sledovany pocetni zmény leukocyth i zmény procentualniho zastoupeni
myeloidni populace — monocytii a granulocytd. U téchto typi bunék byla pomoci
pritokové cytometrie stanovena povrchova exprese proteind: vychytavaciho receptoru
pro komplex haptoglobinu s hemoglobinem (CD163), vysoce afinniho receptoru la
pro Fc fragment IgG (FcyRI), Fas receptoru (Fas), Toll-like receptoru 2 a 4 (TLR2 a
TLR4). Koncentrace solubilnich parametrd, IL-10 a IL-6, byla méfena metodou
ELISA.

Operace s mimotélnim ob&éhem je provazena celkovym nardstem poctu leukocytu,
kde vyrazny podil na zvySeni maji granulocyty. V pribéhu operace, po operaci a
prvni pooperaéni den jsou ve velké mife produkovany protizanétové slozky
reprezentované IL-10 a CD163. Piitom metylprednisolon ma stimulaéni vliv na jejich
dalsi produkei. Navic ve skupiné s MP nejvy$si hodnoty IL-10 a CD163 vykazuji
pacienti s poopera¢nim selhavanim organt. Extrémné zvysené hodnoty CD163 se pak
vyskytuji u dvou septickych pacientt v obou skupinach. To, Ze v prib&éhu operace
pfevlada protizanétova odpoveéd’, popf. je potlatena odpovéd bunék imunitniho
systému, doklada i odstépovani receptort typicky spojenych se zanétem — TLR2 a
TLR4. Exprese téchto receptorti stoupa v poopera¢nim obdobi, podobné jako
produkce IL-6, ktery je ve zvySeném mnoZstvi piitomen v séru pacientd, kde nebyl
pouzity metylprednisolon.

Piekvapivé metylprednisolon neovliviiuje expresi FcyRI na granulocytech.
Naopak metylprednisolon indukuje expresi receptoru Fas, ktery je spjaty s apoptdzou
bunék.

Pouziti metylprednisolonu zasahuje do regulacnich mechanismid zanétové
odpoveédi kardiochirurgickych pacienti a projevuje se zvySenim prevazné
protizanétovych slozek. Pfesto jeho pouziti pravdépodobné nevede k vysSimu c¢i
niz§imu vyskytu pooperacnich komplikaci.



3 SUMMARY

Inflammatory response induced by cardiac surgery with the use of cardio-
pulmonary bypass; the impact of methylprednisolone

Most elderly people aged over 60 suffer from coronary artery disease (CAD), which
can become very likely cause of death. Coronary artery bypass grafting (CABG)
represents the standard way of treatment for CAD. CABG surgery is traditionally
performed on an arrested heart with the use of cardiopulmonary bypass. The heart is
usually accessed through a median sternotomy. Although this kind of surgery strongly
stimulates both humoral and cell-mediated immunity, inflammatory response is self-
terminating and only a small percentage of patients develop serious postoperative
complications, such as organ failure, wound dehiscence, and sepsis.

This work focuses on regulatory mechanisms controlling inflammatory response
in cardiac surgical patients. It is a retrospective study that follows changes of humoral
and cell-mediated immunity induced by cardiac surgery in two different groups of
patients. Both groups were operated with the same surgical approach, when identical
devices and types of equipment were used; the only difference was the content of 500
mg of methylprednisolone (MP) in priming solution of cardiopulmonary bypass.

Blood samples were collected before surgery, after weaning from
cardiopulmonary bypass, at the end of surgery, on the 1%, 3" and 7™ postoperative
day. Changes in number of leukocytes and percentages of myeloid populations
(monocytes and granulocytes) were statistically evaluated. Expression of cell-surface
molecules in these populations was measured using flow cytometry. Analyzed
molecules included scavenger receptor for haptoglobin-hemoglobin (CD163), high
affinity receptor Ia for Fc fragment IgG (FcyRI), Fas receptor (Fas), and Toll-like
receptor 2 and 4 (TLR2 and TLR4). Concentration of interleukins IL-10 and IL-6 was
quantified by ELISA.

The surgery with cardiopulmonary bypass was followed by an increase in number of
leukocytes, of which granulocytes represented prevailing population.

A large quantity of anti-inflammatory molecules IL-10 and CD163 was produced
during surgery, after surgery, and on the 1% postoperative day. Moreover,
methylprednisolone stimulated over-production of IL-10 and CD163. Patients with
organ failure showed very high values of CD163, but the highest values were
measured in septic patients.

A shedding of membrane receptors TLR2 and TLR4, which signaling is connected
to proinflammatory response, was another indication that mostly anti-inflammatory
mechanisms took part during surgery. Expression of these receptors was increased in
postoperative period, similarly to IL-6, which serum level was more elevated in
patients without MP than in patients with MP.

Surprisingly, methylprednisolone did not affect FcyRI expression on granulocytes. On
the contrary, methylprednisolone induced expression of Fas.

Methylprednisolone impacts regulatory mechanisms of the inflammatory response
of cardiac surgical patients. In spite of this fact, methylprednisolone is unlikely to
decrease or increase frequency of postoperative complications.



4 UVOD

Ateroskleroza postihujici koronarni cévy vede k nepoméru mezi krevnim zasobenim a
spotfebou kysliku myokardem. Projevem aterosklerotického onemocnéni véncitych
tepen je tak ischemicka choroba srde¢ni, kterd se jednak stile umist'uje na vedouci
pricku umrti, a dale je i pfic¢inou invalidity v produktivnim véku. Jednou z moznosti
1é¢by ischemické choroby srdeéni je revaskularizace pomoci tepennych §tépt (arteria
radialis, arteria gastroepiploica dextra), nebo ptemosténi s pouzitim vena saphena
magna nebo parva anebo arteria mammaria interna. PiestoZe pii revaskularizaci
koronarnich tepen (CABG) muze chirurg volit i operaci na bijicim srdci, operace
provadéné s mimotélnim ob&éhem (kardiopulmonalnim bypassem) stale predstavuji
zlaty standard.

Mimotélni obéh zajistuje fyziologickou podporu tim, ze nahrazuje funkci srdce a
plic a tak umoziuje provadéni chirurgickych zasaht v nehybném bezkrevném poli.
Béhem chirurgického zakroku dochédzi ke zméndm v endokrinnim, nervovém a
imunitnim systému. Tyto zmény jsou do velké miry spojeny s narusenim ridznych
typt tkani. V pfipadé kardiochirurgické operace provadéné s mimotélnim obéhem je
ptistup k srdci nejcastéji zajistén stiedni sternotomii. Kromé epitelidlni tkané, svalové
tkan¢ a endotelu, je u takové operace poskozena i kostni tkan. Tato poSkozeni vedou
k silné aktivaci kaogulaéniho a fibrinolytického systému.

Vzhledem Kk naruSeni antitrombotického prostiedi udrzovaného endotelem je
béhem opera¢niho vykonu dilezita snaha o navozeni rovnovahy mezi krvacenim a
srazenim. Prestoze krvaceni je zdvazny stav, tvorba trombu je obtizné leCitelna a
operacich je k navozeni antitrombotického stavu vyuZivano heparinu, jehoZ G¢inek je
v zavéru zakroku antagonizovan podanim protamin sulfatu. Prutok krve a tedy krevni
zasobeni organi je vSak ovlivnéno jesté daldimi faktory. Kardiochirurgicka operace
indukuje endotelialni dysfunkci. Latky jako oxid dusnaty (NO), eikosanoidy a
angiotensin maji vliv na tonus bun¢k hladké svaloviny v cévni sténé a jejich produkce
uruje rovnovahu mezi vazodilataci a vazokonstrikci. Pfi hemolyze provazejici
operaci muze ale nastat vazbou na volny hemoglobin vy¢erpani ptitomného NO (1-3).

Pouziti mimotélniho ob&hu, kde krevni elementy ptichazeji do piimého styku se
vzduchem, stejné jako s nehemokompatibilnim povrchem zatizeni, zesiluje odpoved
imunitniho systému. Dalsi faktory, jako je pouziti kardiotomického sani, hemodiluce,
hemolyza, nepulsatilni tok krve, endotoxemie a ¢asovd narocnost operaci, pfispivaji
k vyskytu komplikaci spojenych s operaci. Neni piekvapujici, Ze zakrok byva ve
vétsing pripadli doprovazen systémovou zanétovou odpoveédi (SIRS), ktera samovolné
odezni bez vnéj§iho zasahu. Tato odpovéd je charakteristicka zvySenim C-reaktivniho
proteinu v séru, které je mozné detekovat témét u vSech pacienti po kardiochirurgické
operaci. U nékterych nemocnych vsak zanétova odpovéd mize progredovat az
k selhavani jednoho nebo vice organd. Navzdory rozsahu kardiochirurgického
zakroku s pouzitim mimotélniho ob&hu jsou operaéni a pooperaéni komplikace jen
prechodné a tmrtnost v souvislosti se zakrokem je relativné nizka (4).

V pribéhu imunitni odpovédi se u kardiochirurgickych pacientli uplatnuji jak
prozanétové, tak protizanétové mechanismy.



4.1 CD163, vychytavaci receptor pro haptoglobin-hemoglobin (Hp-Hb)

CD163 patii do nadrodiny ,.cystein-rich“ scavenger receptor (SRCR). Exprese
CD163 je vysoka na makrofazich, v jatrech a slezing v oblasti ¢ervené pulpy; v téchto
mistech konci vétsina komplext Hb-Hp. Dilezitymi vychytavacimi bunikami jsou ale
i monocyty a jejich role je zfejma pfi tkanovém krvaceni, kdy by jinak dochazelo
k vyraznému poskozeni v disledku ptitomnosti volného hemoglobinu (5). Po vazbé
Hb-Hp na CD163 je komplex internalizovan, pfiéemzZ rychlost ostraiovani Hb-Hp
z plazmy je tmérna mnozstvi exprimovaného povrchového receptoru (6). Zvyseni
exprese CD163 ucinkem glukokortikoidt vede i ke zvyseni internalizovaného Hb-Hp.
Recyklace hemu se ucastni transportni protein HCP-1, ktery cely komplex smétuje do
ER (7). Uginkem HO-1 dochazi degradaci hemoglobinu na biliverdin, oxid uhelnaty a
zeleznaty kation (8). Receptor CD163 je recyklovan. Bazélni exprese CD163 na
monocytech je zvySend v pozdni fazi zanétu a je spojend s uvolfiovanim
protizan&tovych produktii a ukonéovanim zanétové odpovédi (9).

LPS, resp. stimulace TLR4 je nasledovana odstépovanim povrchového CD163 a
tedy snizenim exprese. Hladina solubilniho CD163 (sCD163) pak negativné koreluje
s povrchovou expresi CD163 na monocytech. sSCD163 je schopen vazby na Hb-Hp.
Hodnoty solubilniho CD163 jsou zvy$eny u obéznich lidi a diabetikd (10).

4.2  FcyRI (CD64), vysoce afinni receptor 1 pro Fc fragment IgG

FcyRI je siln€ glykosylovanou molekulou, ktera vaze monomerni 1gG1, IgG3 a 1gG4.
Za vazbu na receptor odpovida pouze tézky fetézec v Fc ¢asti protilatkové molekuly
(11). Stimulace TLR pozitivné ovliviiuje jak cytotoxicitu, tak fagocytozu
zprosttfedkovanou FeyRI (12). C-reaktivni protein je dalsim ligandem FcyRI.

Konstitutivné je FeyRI exprimovan na buiikach monocyto-makrofagové linie, kde
jeho exprese je zvySena podanim IFN-y a pii diferenciaci monocyti (13, 14). IL-10
rovnéz zvysuje expresi FcRI na monocytech, zatimco u neutrofild podobny efekt
nema (14, 15). Za podminek, kdy neprobiha zanét, je bazalni exprese FcyRI na
neutrofilech velmi nizka. Inducibilni FcyRI se vyskytuje na neutrofilech po stimulaci
IFN-y a G-CSF, které prodluzuji Zivotnost neutrofilti a udrzuji je ve funkéné aktivnim
stavu (16). Efekt IFN-y a G-CSF na zvySeni exprese FcyRI byl pozorovan in vitro i in
vivo (17-20). Naopak, kortikosteroidy maji inhibi¢ni vliv jak na expresi receptoru, tak
na indukci fagocytdzy a cytotoxicity (17).

FcyRI je exprimovan na endotelialnich buiikach (21). CRP je pak témito buiikami
internalizovan (21). Vysledkem aktivace endotelidlnich bun€k je produkce IL-8,
MCP-1, sekrece ICAM-1, VCAM-1 a LOX-1, tzn. molekul, které se ucastni
chemotaxe a adheze bunék (21, 22).

4.3 Toll-like receptor 2 (TLR2) a Toll-like receptor 4 (TLR4)

TLR maji nezastupitelnou tlohu v odpovédi vrozené imunity na mikrobialni podnét.
Ochrana funkce predurcila lokalizaci TLR, které jsou umistény jak na
cytoplazmatické membrang, tak endosomalnich strukturach v cytoplazmé.

Toll-like receptory (TLR) patii do skupiny ,,pattern recognition” receptorti, PRR.
Rozpoznavané komplementarni struktury ,,pathogen-associated molecular patterns*
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(PAMP) jsou evoluéné¢ konzervové mikrobidlni vzory vlastni jakymkoliv
mikroorganismiim a virim (23). PRR pravdépodobné rozpoznavaji také endogenni
molekuly charakteristické pro hostitele. Tyto molekuly jsou zpravidla uvoliiovany pii
setkani s mikroorganismy a slouzi jako =zesilené signaly nebezpeci/poskozeni
(DAMP)(24). PPR obvykle spoustéji signalni drahy vedouci k protivirové a
protimikrobidlni odpovédi. TLR jsou exprimovany na rozmanitych burikach, exprese
se mize lisit i v ramci rdznych subpopulaci. TLR2 a TLR4 jsou exprimovany jak na
monocytech, tak na granulocytech.

Hlavni funkci TLR je indukce zanétu a aktivace adaptivni imunity. Ve vétSing
pripadu je podporovana diferenciace Th1 populace.

Pritomnost TLR2 a TLR4 prikazné ovliviiuje vznik ischemicko-reperfuzniho
poskozeni, ke kterému dochazi napf. pii infarktu myokardu, mrtvici, transplantacich
nebo kardiochirurgickych operacich s pouzitim mimotélniho ob&hu. Inhibice
signalizace TLR2 a TLR4 vedla ke snizeni ischemicko-reperfuzniho poskozeni u
mysiho modelu (25).

4.4 Fas (CD95)

Apoptoza je zakladni regulaéni proces, ktery ma nezastupitelnou ulohu ve vyvoji a
odpovédi imunitniho systému. Jeden z apoptotickych mechanismt, které jsou
zprostfedkovany TNF receptory, zahrnuje interakci Fas-FasL (26). Apoptoza
probihajici po aktivaci Fas se projevuje svrasténim buiky, tvorbou méchyika
z plazmatické membrany a fragmentaci DNA. Proteiny FasL a Fas maji ustfedni roli
pii udrZeni homeostazy imunitniho systému.

Po vazb& ligandu na Fas dochazi v intracelularnim prostoru k zformovani
komplexu proteint, ,,death inducing signaling complex” (DISC), kde jsou aktivovany
kaspazy (27). Vysledkem aktivace apoptotické drahy je programova smrt bufiky bez
imunitni odezvy, kterd by jinak nastala v ptipadé nekrozy. Fas také iniciuje signalni
drahy nesouvisejici s apoptozou. Tyto signalni drahy aktivuji NF-xB a ERK1/2, které
jsou spojeny napt. s proliferaci T lymfocytt a fibroblast nebo s regeneraci tkané
(28).

Fas existuje v glykosylované i neglykosylované formé a je pfitomen na membrang
bunék v lipidovych raftech i mimo né& Nachazi se volny, ale i v preasociované
podobé. Velké mnozstvi Fas se nachazi v intracelularnim kompartmentu buiiky.
Transportem Fas umisténého v Golgi aparatu na povrch builky je umoznéna rychla
zména povrchové exprese bez nutnosti transkripce proteinu (29, 30). Fas je na
buitkach ubikvitarné piitomny. Samotna exprese Fas je ovliviiovana riznymi faktory.
Zvysena exprese Fas se objevuje na aktivovanych a apoptotickych buiikach. Zvyseni
exprese Fas je sice nezbytné pro regeneraci tkané, ale Fas a FasL jsou také spojeny
s progresi septického stavu a inhibice signalizace muze vést k vy$simu pieziti (31).

4.5 Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 je povazovan za cytokin s antiinflamatornimi u¢inky. Ty jsou zprosttedkovany
buitkami nesoucimi IL-10 receptor. IL-10 inhibuje odpovéd bungk na piitomné
prozanétové cytokiny. Takové builky si stile uchovavaji schopnost vyvazovat
cytokiny z prostiedi a celkové tak utlumi zanét (32).

9



IL-10 se v podobé homodimeru vaze na R1 a R2 podjednotku IL-10 receptoru. R2
je zodpovédna za signalizaci. Vysledkem signalizace je inhibice signalnich drah
indukovanych napt. LPS, IL-6 a TNF-a. IL-10 je schopny pozitivné regulovat vlastni
expresi v monocytech/ makrofazich a amplifikovat tak svou produkci. Exprese il-10
genu u monocytd/ makrofdgi a myeloidnich dendritickych buné¢k je vyvolana
stimulaci TLR, hlavné TLR2, 4 (33-35). Nezavisla na TLR je produkce IL-10 po
stimulaci NOD2, nebo DC-SIGN anebo dektinu-1 (36-38). TLR indukovana exprese
IL-10 je inhibovana uUc¢inkem IFN-y. IL-10 je produkovan rlznymi typy bunék,
V nejveétsim mnozstvi pak monocyty, B a T lymfocyty, pficemz jak Thl, tak Th2 a
Th17 subpopulace jsou schopné produkce IL-10 (39). IL-10RI je témé&f
nedetekovatelnd na neutrofilech zdravych lidi, ale inkubaci izolovanych neutrofilii
s LPS se exprese podjednotky IL-10R1 zvySuje (40). Podobné je exprese IL-10R1
zvySend na neutrofilech septickych pacientd.

4.6 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 je casny prozanétovy cytokin, jenz je produkovan celou fadou bunék
hematopoetického i nehematopoetického ptivodu. Patii zde monocyty/makrofagy, T
lymfocyty, dendritické buniky, LPS stimulované neutrofily, fibroblasty, epitelialni
buniky i astrocyty. Promotor il-6 genu obsahuje misto pro vazbu transkripéniho
faktoru NF-«xB. K expresi genu proto dochazi po stimulaci Toll-like receptorti LPS. il-
6 je exprimovan také ucinkem IL-1pB, IL-2 a TNF-a. IL-6 je zpravidla produkovany
v akutni fazi zanétu, kdy indukuje v jatrech sekreci proteinti akutni faze jako je napf.
v-fibrinogen nebo C-reaktivni protein (CRP).

IL-6 svou funkci vykonava po vazbé na receptorovy komplex tvoreny IL-6R a
gpl130. Specifita vazby je déna IL-6R, zatimco gpl30 zodpovidd za signalni
transdukci. Podjednotka gpl30 je b&n& exprimovand na butikich. Naproti tomu
exprese IL-6R je mnohem vice regulovana a tato podjednotka se vyskytuje jen na
membrané leukocytll a hepatocytt. Nicméné IL-6R je produkovan i jako solubilni
forma, sIL-6R. Role solubilniho receptoru spociva ve vazbé IL-6 a nasledné interakci
s volnym membranovym gp130, ktery neni soucasti jiného receptorového komplexu.
Proces se oznaCuje jako trans-signalizace a umoznuje aktivaci bunék, které
neexprimuji IL-6R (41).

Zvysena sérova hladina IL-6 byva nalezena v souvislosti se septickym Sokem,
kardiogennim selhdvanim, multiorgdnovou dysfunkci i jako nasledek chirurgického
trauma, kdy koncentrace cytokinu koreluje s rozsahem poranéni v dasledku zakroku
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5 CILE

Tato prace sledovala dynamiku imunitni odpovédi u kardiochirurgickych pacientil
operovanych pro ischemickou chorobu srdec¢ni. Jako ukazatel zanétové reakce
spojené s chirurgickym zédkrokem a pouZzitim mimotélniho obéhu byly vybrany jak
bun&éné, tak solubilni parametry. Ukolem bylo stanoveni téchto parametrii v pIné Krvi
i v séru pacient pomoci pratokové cytometrie a metody ELISA. Dal§im cilem bylo
porovnat imunitni odpovéd u dvou skupin pacientli operovanych S pouZitim
mimotélniho obéhu. V prvnim piipadé byl v naplni mimotélniho ob&hu pacientl
pouzity metylprednisolon, zatimco v druhé skupiné byla napli bez obsahu
metylprednisolonu. Tato prace rovnéz vyhodnotila vliv preexistujicich klinickych
faktori na vybrané ukazatele zanétu a pokusila se zhodnotit vliv zanétové reakce na
pooperacni komplikace.
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6 METODY
6.1 Pacienti

Do dvou navazujicich studiich byli zafazeni pacienti operovani s mimotélnim obéhem
za ucelem revaskularizace myokardu. Prvni skupina pacientl byla operovana v r.
2005 — 2006, druhd v r. 2006 — 2008. V prvni skupiné bylo zahrnuto 20 G¢astnikd, ve
druh¢ skupiné 22 ucastnikd. Skupiny pacientl byly porovnavany retrospektivné. Obé
skupiny byly operovany stejnym chirurgickym postupem za vyuZiti stejnych systému
mimotélniho ob&hu. Anesteziologicky postup a pooperacni péce se u obou skupin
rovnéz neliSily. Jedinou zménou v protokolu bylo vyfazeni metylprednisolonu
z primarni naplné u skupiny pacientd operovanych od r. 2006 do r.2008. Vsichni
pacienti byli informovani o Gcéelu studie, zGcastnili se dobrovolné a svou tucast
potvrdili podpisem. Studie byly schvéaleny etickou komisi Fakultni nemocnice,
Hradec Kralove.

Tabulka |. Demograficka a preoperac¢ni data

s metylprednisolonem bez metylprednisolonu p

pacienti (n) 20 22

vék (roky) 68 67 0.17
pohlavi zeny/muzi (n) 4/16 5/17 1.00
BMI 28 30 0.12
ejekeni frakce (%) 65 62 0.62
diabetes mellitus (n) 6 9 0.46
CHOPN (n) 5 4 0.71
predchozi infarkt myokardu (n) 10 10 0.77
anopyrin (n) 15 21 0.09
ACEI (n) 10 18 0.05
beta blokatory (n) 19 22 0.48
statiny (n) 15 21 0.09

Vék, BMI a ejekéni frakce jsou uvadény jako median, ostatni charakteristiky jsou vyjadfeny
poctem pozitivnich pripadu (n). Zkratky: BMI, body mass index; CHOPN, chronicka obstrukéni
plicni nemoc; ACEI, Angiotensin-converting-enzyme inhibitors

6.2 Operace s mimotélnim obéhem

U obou skupin pacientd bylo srdce zpfistupnéno medidlni sternotomii. Operace
probihala v celkové normotermii. Pfi operaci byl jako antikoagulans pouZity heparin.
Po ukonéeni mimotélniho obé&hu byl heparin vyvazan protamin sulfatem v poméru
1:1. Béhem uzavieni aorty svorkou bylo srdce chranéno pied ischemickym
poSkozenim  studenou krevni kardioplegii. Mimotélni obéh se skladal
z membranového oxygenatoru s vyménikem tepla, rotacni valeCkové pumpy,
kardiotomického-vendzniho rezervoaru s polyuretanovou pénou krytou silikonovym
olejem a arteridlnim filtrem 40 pm. Hadice mimotélniho ob&éhu byly z PVC bez
hemokompatibilniho povrchu. Primarni naplii mimotélniho ob&hu obsahovala
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krystaloidni a koloidni roztoky. V prvni skupiné pacientd (r. 2005-2006,
,,$ metylprednisolonem®) bylo souc¢asti primarni naplné i 500 mg methylprednisolonu.

6.3 Analyza vzork

Periferni krev byla sbirana pii zavedeni a ukonceni mimotélniho ob&hu, po ukonceni
operace, prvni, tieti a sedmy pooperacni den. Heparinizovana krev byla ihned vyuzita
k analyze povrchovych znakli pomoci pritokové cytometrie, zatimco krev ve
zkumavkach bez heparinu byla koagulovana cca 1 h pfi pokojové teploté. Sérum bylo
oddéleno od krevnich elementti centrifugaci 10 min pfi 1000 g. Poté byly vzorky séra
az do zpracovani zamrazeny pii -80°C. Sérové parametry byly stanoveny metodou
ELISA.

6.4 Statistické hodnoceni
K zjisténi dynamiky méfenych parametrti byly jejich hodnoty béhem operace a po
operaci porovnavany s ptedopera¢ni hodnotou u kazdé skupiny pacientt. Hodnoty
parametrl v odpovidajicich odbérech byly rovnéz porovnany mezi obémi skupinami
pacientd. Testy byly provadény na 5 % hladiné¢ vyznamnosti. Programem pouzitym
pro statistickou analyzu byla Statistica 9.

Vsechny hodnoty jsou uvedeny jako mediany, neni-li napséno jinak. Grafy
obsahuji mediany, kvartily a rozsah neodlehlych hodnot.
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7 VYSLEDKY
7.1 Detekované parametry

U vSech pacienti byl stanoven pocet leukocytli a procentualni zastoupeni populace
monocytl a granulocytd. V obou téchto populacich byla métena exprese povrchovych
proteini: FcyRI, Fas, TLR2 a TLR4. CD163 byl méfen pouze na monocytych,
protoZe neni exprimovan granulocyty. V séru byla kvantifikovana koncentrace IL-10
a IL-6. U pacienttl byly zaznamenany operacni a pooperacni charakteristiky vcetné
pooperacnich komplikaci. Hodnoty protizanétovych markerd I1L-10 a CD163 byly
vyjadieny ve vztahu k pooperaénimu selhanim organd. Hodnoty téchto markert byly
vztazeny také k onemocnéni diabetes mellitus, které se s vysokou frekvenci
vyskytovalo v obou skupinach pacientt.

7.2 Pocet leukocyttl
Pocet leukocytt byl u obou skupin zvyseny, tabulka 1.

Pfi porovnani obou skupin byl prvni pooperacni den u pacientl
S metylprednisolonem vys$i pocet leukocytll nez u pacientd bez metylprednisolonu
(p<0,05).

Tabulka 1: Poget leukocyt( (x 10%/1)
predop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmyden

pacientis MP Q2 70 155 139 173 137 106
p - <0.001 <0.01 <0.001 <0.01
pacientibez MP Q2 67 123 124 124 111 102
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Porovnani poctu leukocytl v Sesti odbérovych ¢asech u pacientt s metylprednisolonem a bez
metylprednisolonu. Hodnoty b&hem operace a po operaci byly vzdy porovnany s vychozi
(bazalni) hodnotou. Statisticky vyznamné zmény jsou oznaéeny dosazenou pravdépodobnosti.

Ve sloupcich je zobrazen median (Q2) a pravdépodobnost (p), s jakou je vysledek statistického
testu signifikantni.

7.3 Procento monocytt a granulocytti
Procento monocytl bylo béhem operace snizené, prvni pooperacni den vzrostlo nad
baz&lni hodnotu, tabulka 2.

Kdyz byly obé skupiny porovnany, procento monocytli bylo vyznamné vyssi
tfeti pooperatni den u pacienti bez metylprednisolonu nez u pacienti
s metylprednisolonem ( p<0,05).

Tabulka 2: Procento monocytu
predop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 5.5% 2.2% 2.5% 6.1% 4.6% 6.4%
p - <0.001  <0.001
pacientibez MP Q2 5.7% 4.2% 4.5% 6.5% 5.9% 6.1%
p - <0.001 <0.01 <0.01

Porovnani procenta monocytt v ramci skupiny pacient(. Popis viz tabulka 1.
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Procento granulocyt bylo zvysené po celé sledované obdobi, tabulka 3.

Pfi porovnani obou skupin bylo u pacientd s metylprednisolonem zji§téno vyssi
procento granulocytii nez u pacientli bez metylprednisolonu tieti den po operaci
(p<0,01).

Tabulka 3: Procento granulocytl
pfedop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 53% 71% 79% 84% 78% 63%

p - <0.001  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

pacienti bez MP Q2 55% 74% 79% 79% 69% 59%
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Porovnani procenta granulocytli v ramci skupiny pacientd. Popis viz tabulka 1.

7.4 Povrchova exprese proteint

7.4.1 Exprese CD163

7.4.1.1Exprese CD163 na monocytech (Leuko64 Kit)

Exprese CD163 na monocytech byla vyznamné zvySena a dosahovala maximalnich
hodnot prvni pooperacni. Naopak béhem operace a sedmy pooperac¢ni den doslo
U obou skupin ke statisticky vyznamnému snizeni exprese CD163, tabulka 4. Rozdil
mezi obéma skupinami pacienttl byl pozorovan prvni pooperacni den, kdy skupina
s metylprednisolonem  dosahovala vy$Sich hodnot exprese neZz skupina
bez metylprednisolonu (p<0,05).

Tabulka 4: CD163 na monocytech (indexMFI)
pred op. po MO po op. prvniden tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 10272 5172 4985 40449 12445 6268
p - <0.001  <0.001 <0.001 <0.05

pacienti bez MP Q2 10138 5929 4979 20995 12140 7083
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Porovnani exprese CD163 na monocytech v ramci skupiny pacientl. Popis viz tabulka 1.

7.4.2 Exprese FcyRI (CD64)
7.4.2.1 Exprese FcyRI na monocytech (Leuko64 Kit)

Exprese FcyRI na monocytech byla vyznamné zvySend prvni, tieti pooperacni den
a sedmy pooperaéni den u obou skupin pacientl, tabulka 5. Pfi porovnani obou
skupin byl mezi ob&éma skupinami pacientl statisticky vyznamny rozdil v expresi
FcyRI tieti pooperacni den (p<0,05). Skupina pacientl bez metylprednisolonu
dosahovala tieti pooperacni den vysSich hodnot exprese FcyRI na monocytech nez
skupina s metylprednisolonem.
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Tabulka 5: FcyRI na monocytech (indexMFI)
pfedop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmyden

pacientis MP Q2 8.4 8.7 8.3 11.6 10.5 10.3
p - <0.001 <0.01 <0.05

pacientibez MP Q2 7.9 7.9 7.5 115 11.9 9.4
p - <0.001 <0.001 <0.05

Porovnani exprese FcyRI na monocytech v rdmci skupiny pacientl. Popis viz tabulka 1.

7.4.2.2 Exprese FcyRI na granulocytech (Leuko64 kit)

Ke zvyseni exprese FcyRI na granulocytech doslo jiz po ukonéeni mimotélniho ob&éhu
a tyto hodnoty zistaly zvySené az do tfetiho pooperaéniho dne u obou skupin
pacientt, tabulka 6. Pii porovnani obou skupin vSak nebyl mezi obéma skupinami
pacientq statisticky vyznamny rozdil v expresi FcyRI na granulocytech.

Tabulka 6: FcyRI na granulocytech (indexMFI)
pfedop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmyden

pacientis MP Q2 0.79 0.82 0.82 1.02 1.48 0.88
p - <0.001 <0.001

pacientibez MP Q2 0.82 0.89 0.88 0.87 1.33 0.79
p - <0.001

Porovnani exprese FcyRI na granulocytech v ramci skupiny pacient(i. Popis viz tabulka 1.

7.4.3 Exprese TLR2 (CD282)
7.4.3.1Exprese TLR2 na monocytech
Exprese TLR2 na monocytech u obou skupin v pribéhu operace klesla, prvni den,
a v pripad¢ pacientd bez metylprednisolonu také teti pooperacni den, byla zvysena,
tabulka 7.

Pii porovnani exprese TLR2 se obé& skupiny pacientll liSily po ukonceni
mimotélniho ob&hu, tfeti a sedmy pooperaéni den (p<0,05). V uvedené dny skupina
s metylprednisolonem dosahovala nizsich hodnot.

Tabulka 7: TLR2 na monocytech (MFI)
pred op. po MO po op. prvniden tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 32 15 14 64 27 16
p - <0.01 <0.01 <0.05
pacienti bez MP Q2 42 26 17 50 53 37
p - <0.001 <0.001

Porovnani exprese TLR2 na monocytech v ramci skupiny pacientd. Popis viz tabulka 1.
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7.4.3.2Exprese TLR2 na granulocytech

U obou skupin doSlo ke snizeni exprese po ukonéeni mimotélniho obé&hu
a po ukonceni operace, tabulka 8. Obé skupiny pacientli dosahovaly maximalnich
hodnot TLR2 na granulocytech tieti den po operaci.

Exprese TLR2 na granulocytech se mezi obéma skupinami liSily prvni (p<0,01),
treti 1 sedmy den (p<0,001). Pacienti bez metylprednisolonu dosahli vys$sich hodnot
nez pacienti s metylprednisolonenem.

Tabulka 8: TLR2 na granulocytech (MFI)
pfed op. po MO po op. prvni den tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 8 5 5 6 11 8
p - <0.001 <0.001 <0.05
pacientibez MP Q2 14 10 10 13 20 13
p - <0.001 <0.001 <0.001

Porovnani exprese TLR2 na granulocytech v ramci skupiny pacientl. Popis viz tabulka 1.

7.4.4 Exprese TLR4 (CD284)
7.4.4.1Exprese TLR4 na monocytech

Hodnoty TLR4 na monocytech byly v pribéhu operace sniZené,v pooperanim
obdobi se zvySovaly, sedmy den doslo k poklesu, tabulka 9.

Tabulka 9: TLR4 na monocytech (MFI)
pfedop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmyden

pacientis MP Q2 5.7 4.1 4.0 12.3 7.1 3.4
p -
pacientibez MP Q2 22 16 16 20 27 23
p - <0.001 <0.001 <0.01

Porovnani exprese TLR4 na monocytech v ramci skupiny pacientd. Popis viz tabulka 1.

Porovnani exprese TLR4 na monocytech mezi skupinami pacientii

Prvni poopera¢ni den byla neoCekavané vyssi exprese TLR4 na monocytech
U pacientd s metylprednisolonem, kter se tak lisila od skupiny bez metylprednisolonu
(p<0,05).

7.4.4.2Exprese TLR4 na granulocytech

Stejné jako exprese TLR4 na monocytech, hodnoty TLR4 na granulocytech byly
Vv prubehu operace sniZzené,v pooperacnim obdobi se zvySovaly a sedmy den doslo
k poklesu, tabulka 10.

Tabulka 10: TLR4 na granulocytech (MFI)
pred op. po MO po op. prvniden tfetiden sedmy den
pacientis MP Q2 4.0 3.3 3.0 4.4 6.2 4.3
p - <0.001 <0.001
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pacientibez MP Q2 135 10.0 10.9 12.6 15.9 13.3
p - <0.01 <0.01
Porovnani exprese TLR4 na granulocytech v ramci skupiny pacientl. Popis viz tabulka 1.

Porovnani exprese TLR4 na granulocytech mezi skupinami pacientii
Mezi obéma skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v Zzadném odbérovém case
pti porovnani exprese TLR4 na granulocytech.

7.4.5 Exprese Fas (CD95)
7.4.5.1Exprese Fas na monocytech

U pacientti s metylprednisolonem se exprese zvySovala jiz po ukonceni mimotélniho
ob¢hu az do tretiho pooperacniho dne. U pacienti bez metylprednisolonu doslo
ke zvySeni az prvni pooperaéni den, tabulka 11.

Tabulka 11: Fas na monocytech (MFI)
predop. poMO poop. prvniden tretiden sedmy den

pacientis MP Q2 61 72 69 88 85 67
p - <0.05
pacientibez MP Q2 17 18 17 18 24 20
p . <0.001 <0.01

Porovnani exprese Fas na monocytech v ramci skupiny pacient(. Popis viz tabulka 1.

Porovnani exprese Fas na monocytech mezi skupinami pacientii
Skupina pacientti s metylprednisolonem dosahovala prvni pooperacni den vysSich
hodnot pfi porovnani Fas mezi skupinami (p<0,001).

7.4.5.2Exprese Fas na granulocytech

U obou skupin pacientti byla exprese Fas na granulocytech zvySena tfeti pooperacni
den, tabulka 12

Tabulka 12: Fas na granulocytech (MFI)
predop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 52 49 46 55 80 68
p - <0.001

pacienti bez MP Q2 17 16 16 17 21 17
p - <0.01 <0.001

Porovnani exprese Fas na granulocytech v ramci skupiny pacient(. Popis viz tabulka 1.

Porovnani exprese Fas na granulocytech mezi skupinami pacientii
Ob¢ skupiny se lisily sedmy pooperacni den, kdy pacienti s metylprednisolonem
dosahovali vyssich hodnot Fas na granulocytech (p<0,01).
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7.5 Sérové parametry

7.5.1 Interleukin-10

Hladina IL-10 byla vyznamné zvySend u obou skupin pacienti po ukonceni
mimotélniho ob&hu, po ukonceni operace a prvni pooperaéni den. Hodnoty IL-10 se
mezi obéma skupinami liSily po ukonceni operace (p<0,01), prvni poopera¢ni den
(p<0,05) a tfeti pooperacni den (p<0,05). Nejvétsi rozdily v hodnotach IL-10 byly
mezi obéma skupinami pozorovany po ukonceni mimotélniho obéhu a po ukonéeni
operace, tabulka 13.

Tabulka 13: IL-10 v séru (pg/ml)
pfedop. poMO poop. prvniden tfetiden sedmyden

pacienti s MP Q2 2.8 262.8 441.2 19.1 8.5 4.3
p - <0.001 <0.01 <0.001 <0.05
pacientibez MP Q2 1.0 52.7 50.5 7.3 3.0 1.3
p - <0.001 <0.001 <0.001

Porovnani koncentrace IL-10 v ramci skupiny pacientl. Popis viz tabulka 1.

7.5.2 Interleukin-6

Hladina IL-6 byla vyznamné zvySend u obou skupin pacientt po ukonceni
mimotélniho ob&hu, po ukonéeni operace, prvni pooperaéni den a tfeti pooperacni
den, tabulka 14. U pacientd s metylprednisolonem bylo nejvyssiho zvySeni dosaZeno
po ukonceni operace, u pacientl bez metylprednisolonu pak prvni pooperaéni den. Pti
porovnani obou skupin pacientti se hladina IL-6 liSila ve vSech odbérech (p<0,05).
Pacienti bez metylprednisolonu dosahovali vyrazné vyssich hodnot I1L-6 Vv séru nez
pacienti s metylprednisolonem. Protoze do studie vr. 2006-2008 byli zatazeni
pacienti, ktefi méli jiz v poc¢atku vyznamné vys$si hladinu IL-6, byla hodnota IL-6
vyjadfena procentudlni zménou (viz Material a metody). Timto byly vylouceny
rozdily v pfedoperaénim odbéru a bylo mozné porovnat dynamiku IL-6 mezi
skupinami. Srovnani pak ukazalo, ze se ob¢& skupiny lisi po ukonceni operace a prvni
pooperaéni den, kdy pacienti bez metylprednisolonu dosahuji vys$Sich hodnot nez
pacienti s metylprednisolonem (p<0,05).

Tabulka 14: IL-6 v séru (pg/ml)
pred op. po MO po op. prvniden tfetiden sedmy den

pacientis MP Q2 1 5 7 6 3 2
p - <0.001 <0.001 <0.01 <0.01

pacienti bez MP Q2 2 21 96 102 23 7
p - <0.05 <0.001 <0.001 <0.05

Porovnani koncentrace IL-6 v ramci skupiny pacientd. Popis viz tabulka 1.
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7.6 Klinicka data

Tabulka 15: Operacni a pooperacni charakteristiky

s MP  bez MP p

pacienti (n) 20 22

trvani operace (min) 208 240 0.08
trvani MO (min) 86 98 0.20
trvani klampaze aorty (min) 40 a7 0.27
anastomozy (n) 2 3 0.21
sepse (n) 1 1 1.00
renalni nedostate¢nost/selhani (n) 1 2 1.00
respiracni selhani (n) 2 1.00

LCO/AMI (n) 3 5 1.00

Trvani operace, trvani MO, klampaze a pocet anastoméz jsou uvadény jako
median, ostatni charakteristiky jsou vyjadifeny poétem pozitivnich ptipadt
(n). Zkratky: AMI, akutni infarkt myokardu; LCO, nizky minutovy srde¢ni
vydej (nebo znamky)

7.7 Vztah parametrt k pre- a pooperacénim charakteristikam skupin
7.7.1 Hodnoty CD163 a IL-10 u pacient( se selhanim organu
Tabulka 16: Exprese CD163 na monocytech (indexMFI) prvni pooperaéni den

CD163 (n) bez selhani (n) jeden organ (n) dvaavice organu (n)
pacienti s MP (20) 35354 (16) 31999 (2) 84773 (2)
pacienti bez MP (22) 21831 (16) 15012 (3) 22109 (3)

Obé skupiny pacientt byly rozdéleny na zakladé pooperacniho selhavani organt. Exprese
CD163 v kazdé podskupiné je dana medianovou hodnotou.

Tabulka 17: IL-10 v séru (pg/ml) po ukonéeni mimotélniho obé&hu

IL-10 (n) bez selhani (n) jeden orgén (n) dvaavice organu (n)
pacienti s MP (20) 213 (16) 595 (2) 613 (2)
pacienti bez MP (22) 50 (16) 54 (3) 102 (3)

Popis viz tabulka 16. Koncentrace IL-10 v kazdé podskupiné je dana medianovou hodnotou.

Tabulka 18: IL-10 v séru (pg/ml) po ukonéeni operace

IL-10 (n) bez selhani (n) jeden organ (n) dvaavice organu (n)
pacienti s MP (20) 428 (16) 1571 (2) 1154 (2)
pacienti bez MP (22) 30 (16) 49 (3) 163 (3)

Popis viz tabulka 17.
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7.7.2 Hodnoty CD163 a IL-10 u pacientl s diabetes mellitus

s metylprednisolonem bez metylprednisolonu
1.2E5

n=14 n=6 n=13 n=9
1E5

80000

60000

40000

CD163 na monocytech (indexMFI)

20000 [ig]

bezDM sDM bezDM sDM

Graf 1: Porovnani hodnot CD163 na monocytech prvni pooperaéni den u obou skupin pacient(
podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti onemocnéni diabetes mellitus, viz Material a metody,
tabulka I.

Pfi pouziti metylprednisolonu byla pooperacni exprese CD163 na monocytech
ovlivnéna onemocnénim diabetes mellitus. Hodnoty pacientl bez diabetu byly prvni
pooperacni den nevyznamné vys§i neZ u pacientd s diabetem. VIiv diabetu ukazuje i
porovnani skupin s metylprednisolonem a bez - zatimco mezi pacienty s diabetem
nebyly rozdily v hodnotach CDI163, pifi porovnani pacientd bez diabetu byla
pooperacni exprese CD163 vyznamné ovlivnéna pouzitim metylprednisolonu

(p=0,008), graf 1.
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Graf 2: Porovnani hodnot IL-10 po ukonceni mimotélniho obéhu u obou skupin pacientt podle
pfitomnosti nebo nepfitomnosti onemocnéni diabetes mellitus, viz Material a metody, tabulka I.
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Graf 3: Porovnani hodnot IL-10 po ukonéeni operace u obou skupin, viz graf 2.

Pfi porovnani nediabetickych pacientii v obou skupinich (s/bez metylprednisolonu)
jsou sérové hodnoty IL-10 po ukonéeni mimotélniho ob&hu i po ukonéeni operace ve
skuping s metylprednisolonem zvySené (p<0,025 a p<0,001), graf 2 a 3. Podobné
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zvyseni hladiny IL-10 je pozorovano i po ukonéeni operace u pacientt s diabetem ve
skupingé s metylprednisolonem pii porovnani s pacienty s diabetem bez
metylprednisolonu (p<0,025), graf 3. Rozdily mezi pacienty s diabetem a bez
v jednotlivych skupinich nebyly signifikantni. Pocet pacienti s diabetem a bez
diabetu je uveden vyse v textu.

23



8 DISKUZE

Kardiochirurgickd operace provadéna s mimotélnim ob&hem piedstavuje vyrazny
podnét pro imunitni systém. Bé&hem operace i v pooperaénim obdobi jsou
produkovany proteiny, které se ucastni jak prozanétové, tak protizanétové odpoveédi.
Produkce proteini je méfitelnd a Casto dosahuje vyraznych kvalitativnich
i kvantitativnich zmén pfi porovnani s pfedoperaénimi hodnotami.

8.1 Pocet leukocytl

Zména poétu leukocytll je znamkou probihajiciho zanétu. V kardiochirurgickych
studiich je popsano, Ze k narGstu poétu leukocyti dochazi jiz pii reperfuzi (42).
Aktivované leukocyty jsou jednak zdrojem cytokinli podilejicich se na zanétu a pak
pfi pfimém kontaktu stimuluji jiné typy bunék. Proto byly mnohé studie vénovany
efektu leukocytarni deplece béhem operace s mimotélnim ob&hem. V nasem souboru
pacienti bylo piekvapivé moZné pozorovat u pacientd s metylprednisolonem
vyraznéj$i zvyseni poétu leukocytll nez u pacient, jimz nebyl metylprednisolon
podan, tabulka 1. Tento rozdil mezi ob&ma skupinami byl dokonce statisticky
vyznamny prvni pooperacni den. Nejpocetnéjsi leukocytarni populaci jsou
granulocyty, proto by rozdil mohl byt dan zvySenim poctu granulocytt ucinkem
metylprednisolonu.

8.2 Procento monocytl

Monocyty jsou dulezitymi fagocytdrnimi bunkami, které diky expresi receptortl
schopnych rozpoznavat mikrobidlni vzory citlivé reaguji na ptitomnost takovych
molekul. V literatufe je u kardiochirurgickych pacientli uvadéno opera¢ni sniZeni
poctu monocytl s naslednou monocytdzou prvni pooperaéni den (43). Rapidni snizeni
procenta monocytti béhem operace jsme pozorovali u obou naSich skupin pacientu,
tabulka 2. Pfestoze rozdil v priibéhu operace neni mezi obéma skupinami vyznamny,
u pacienti bez metylprednisolonu byla tendence k menSimu poklesu procenta
monocytli nez u pacientti s metylprednisolonem. Pfi porovnani obou skupin dosahuji
pacienti bez metylprednisolonu vyznamné vyssich hodnot tfeti pooperacni den.

8.3 Procento granulocytu

Granulocyty predstavuji dalsi populaci fagocytujicich bunék. VétSinu granulocyti
pfitom tvoii neutrofily. ZvySeni poctu neutrofili provazi zanétové stavy. Pouziti
mimotélniho ob&hu je provazeno neutrofilii pretrvavajici az do tietiho pooperacniho
dne (44). V nasich skupinach pacientll jsme detekovali zvySené procento granulocyti
jiz v prubéhu operace, tabulka 3. Maxima bylo dosaZeno prvni poopera¢ni den. U
pacientll bez metylprednisolonu se zvySené procento vraci k vychozim hodnotdm
rychleji. Procento granulocytii bylo tfeti pooperaéni den vyznamné vyssi u pacientl
s metylprednisolonem.
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8.4 Povrchova exprese proteint
8.4.1 Exprese CD163
8.4.1.1Exprese CD163 na monocytech

CD163 je vychytavaci receptor pro komplex haptoglobinu s hemoglobinem. Zmény
exprese povrchového CD163 se vyskytuji v souvislosti s krvacivymi stavy. Proto
i v souvislosti s pouzitim mimotélniho ob&hu dochazi k vyraznym zménam exprese
CD163 a to jak ve smyslu sniZeni, tak zvySeni. Exprese se méni u obou skupin
pacientt, tabulka 4. Operace s mimotélnim obéhem indukuje snizeni exprese CD163
na monocytech v prubéhu operace. SniZeni je dano hlavné ods§tépovanim (shedding)
povrchové formy CD163. Stejné jako skupina vedend Goldsteinem (2003) (45) i my
jsme zméfili vyznamné zvysenou expresi CD163 prvni pooperacni den, u pacientd
s metylprednisolonem pak mnohonasobné. V tomto odbérovém case se ob¢ skupiny
vyznamné lisi, (p<0,05). Z toho lze vyvodit, Ze pouziti metylprednisolonu vede ke
zvysené expresi receptoru pro hemoglobin-haptoglobin na monocytech.

Hladina sCD163 je zvySena u diabetikii a obéznich lidi (46). Takovému zjisténi
odpovida skute¢nost, ze hodnoty membranového CD163 jsou u téchto pacienti
naopak snizené. U diabetickych pacientti v nasich skupinach (graf 1) je zietelné vidét,
7e exprese CD163 je pooperaéné zvyseni jako u ostatnich pacientd. Uginek
metylprednisolonu vSak expresi nezvySuje, jako je tomu u pacientd bez diabetu.

U pacientd s multiorganovym poopera¢nim selhavanim se rozdily v expresi
CD163 projevily jen ve skuping s metylprednisolonem, tabulka 16.

8.4.2 Exprese FcyRI (CD64)
8.4.2.1Exprese FcyRI na monocytech

FcyRI vaze s vysokou afinitou IgG, ktery mize byt posléze internalizovan. FcyRI je
exprimovan na buinikdch myeloidni fady a ma dulezitou funkci jak v bunécné, tak
humoralni odpoveédi.

Exprese FcyRI se na monocytech zvySuje prvni poopera¢ni den a zustava
vyznamné zvySena do konce sledovaného obdobi u obou skupin pacientt, tabulka 5.
Na rozdil od CD163 je exprese FcyRI na monocytech vys$$i u pacientl bez
metylprednisolonu (p<0,05, tfeti pooperacni den). Protoze exprese FcyRI na
monocytech je regulovanid IL-10 a IFN-y, miZeme piedpokladat, Ze produkce
interferonu byla vyssi u pacientti bez metylprednisolonu (47, 48).

8.4.2.2 Exprese FcyRI na granulocytech

Exprese tohoto znaku na granulocytech je minimalni u zdravych jedincti. Exprese
FcyRI se ale zvySuje na kvantifikovatelnou uroven pfi infekcich. Toho je vyuzivano
napt. pii detekci sepse (49).

Exprese FcyRI na granulocytech byla ovlivnéna chirurgickym zékrokem, kdy se
pfi porovnani s vychozimi hodnotami vyznamné zvysila treti pooperaéni den u obou
skupin, tabulka 6. Poopera¢ni zvyseni FcyRI u vSech pacient znemoznilo detekovat
pomoci tohoto znaku septické pacienty v nasich souborech.
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8.4.3 Exprese TLR2 (CD282)
8.4.3.1Exprese TLR2 na monocytech

TLR2 rozpoznavéd hlavné struktury PAMP na grampozitivnich baktériich
a kvasinkovy zymosan. Lidské monocyty exprimuji na svém povrchu TLR2
s vysokou intenzitou pii porovnani s expresi TLR4. Piestoze existuje né€kolik
publikaci zabyvajicich se expresi TLR u pacientii operovanych s mimotélnim
obehem, zda se, ze preoperacni charakteristiky pacientli a operacni protokol mohou
podstatné ovlivnit expresi TLR na monocytech. My jsme v pribéhu operace
zaznamenali u obou skupin pacientd pokles exprese TLR2, tabulka 7. Je
pravdépodobné, Ze ke snizeni exprese TLR2 na monocytech dochazi odstépovanim
molekuly receptoru z povrchu. Stejné jako ve studii Dybdhal a kol. (2002) (50) bylo i
u obou naSich skupin prvni pooperacni den zjisténo zvySeni exprese, ale jen u
pacientd s metylprednisolonem bylo zvyseni statisticky vyznamné.

8.4.3.2Exprese TLR2 na granulocytech

Lidské granulocyty exprimuji TLR2 v mnohem niz§ich hodnotach nez monocyty.
Utinkem IL-10 je exprese TLR2 v obou populacich zvy$ovéana, na granulocytech je
ale efekt mnohem méné vyrazny (51). Je proto mozné, Ze se b&hem operace
produkovany IL-10 také podili na zvySeni exprese TLR2 u naSich pacientl
V poopera¢nim obdobi. Toto zvyseni jsme pozorovali u obou skupin pacientd tfeti
pooperaéni den, tabulka 8. Rozdil proti vychozim hodnotdm byl statisticky
vyznamny jen u pacientli bez metylprednisolonu.

V prubéhu operace bylo zaznamendno sniZeni exprese také na granulocytech, je
tedy pravdépodobné, Ze granulocyty vedle monocyti mohou dal$im zdrojem
solubilniho receptoru TLR2.

8.4.4 Exprese TLR4 (CD284)
8.4.4.1Exprese TLR4 na monocytech

TLR4 tvofi receptorovy komplex s CD14 a MD2 a v tomto komplexu rozpoznava
LPS (lipid A), ktery je charakteristickym stavebnim prvkem bun&né stény gram-
negativnich bakterii. Pfitomnost tohoto receptorového komplexu je typicka pro
monocyty a makrofagy. Shodné se studii Dybdahl a kol. (2002) (50) i my jsme
naméfili snizeni exprese TLR4 na monocytech v pribéhu operace a kratce po
ukonéeni operace, tabulka 9. Prvni pooperaéni den byla exprese TLR4 na
monocytech upregulovéna.

8.4.4.2Exprese TLR4 na granulocytech

Granulocyty stejné jako monocyty exprimuji TLR4 a CD14. Oproti monocytim je
vSak exprese obou molekul na granulocytech niZz$i. Nicméné i v granulocytarni
populaci jsme pozorovali zmény exprese v prub&hu operace a v pooperacnim obdobi.
Podobné jako TLR2 na granulocytech i exprese TLR4 je sniZzend v prib&hu operace,
pravdépodobné diky odstépovani TLR4 z povrchu granulocyti, a nejvyssich hodnot je
u obou skupin pacientll dosazeno tieti pooperaéni den, tabulka 10.
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8.4.5 Exprese Fas (CD95)
8.4.5.1Exprese Fas na monocytech

Fas rozpoznava Fas ligand, a u bunék nesoucich Fas dochazi k navozeni
programované bunééné smrti. Aktivovany ale mohou byt i alternativni drahy, které
k apoptdze nutné vést nemusi. O spusténi signaliza¢nich drah vedoucich k apoptdze
po vazbé FasL rozhoduje jednak mnozstvi Fas molekul na bunééném povrchu a také
ptitomnost jinych molekul, jako je tfeba DcR3. Signalizace Fas je také zavisla na typu
bunék, u kterého dochazi ke stimulaci receptoru.

U nasich pacienti jsme pozorovali stimulaéni vliv metylprednisolonu na
pooperacni zvySeni exprese Fas na monocytech, tabulka 11, 16. Obé& skupiny
pacientu se liSily prvni pooperaéni den, kdy pacienti s glukokortikoidy dosahovali
vys$ich hodnot (p<0,05).

8.4.5.2Exprese Fas na granulocytech
Fas je exprimovany celou fadou bunek vcetn¢ granulocytl. Protoze podstatnou cast

vyznamnou Ulohu v regulaci poétu neutrofild a bude se ve zvySené mife objevovat na
neutrofilech sméfujicich k apoptéze. Narozdil od monocyta exprese Fas
na granulocytech béhem operace s mimotélnim ob&hem klesa a tfeti pooperacni den
dosahuje maxima u obou skupin pacientd, tabulka 12. Je zajimavé, Ze také
u granulocytii vede metylprednisolon k vys$i expresi Fas, ktera oproti skupiné bez
glukokortiodtl zistava vyznamné zvysena i sedmy pooperacni den.

8.5 Sérové parametry
8.5.1 Interleukin-10

Hlavnim zdrojem IL-10 jsou monocyty, ze kterych je tento interleukin uvolfiovan po
stimulaci receptorového komplexu TLR4/MD2/CD14. Dilezitou ulohou IL-10 je
utlumeni zanétu, které probiha nékolika riznymi mechanismy.

Neni ptekvapujici, ze produkce IL-10 je zvySovana plsobenim glukokortikoidii.
Jak v8ak bylo zji§téno u skupiny, kde nebyl pouzity metylprednisolon, IL-10 je
uvoliiovan jiz pii pouziti samotného mimotélniho obéhu béhem kardiochirurgické
operace. Koncentrace IL-10 ptitom velmi rychle reaguje na typ chirurgického z&kroku
a hodnoty IL-10 se zvySuji jiz po ukonfeni mimotélniho ob&hu, tabulka 13. U
pacientt s metylprednisolonem zistava hladina IL-10 zvySend az do tfetiho
pooperaéniho dne. Hodnoty IL-10 ve skupiné s metylprednisolonem jsou mnohem
vys$$i a vyznamné rozdily nachazime od ukonceni mimotélniho ob¢hu az do prvniho
pooperacniho dne.

U pacienti s metylprednisolonem je pooperacni koncentrace IL-10 ovlivnéna
pritomnosti onemocnéni diabetes mellitus. U diabetickych pacienti pooperaéné
nenastava natolik vyrazné zvysSeni hladiny IL-10 jako je tomu u pacientli bez diabetu,
graf 3.

Piestoze data v tabulkdch 17 a 18 postréadaji statistickou signifikanci pro maly
pocet pozorovani, ukazuji, ze u pacientd s pooperacnim selhavanim organt byla
koncentrace IL-10 vy$8i uZz po ukonceni mimotélniho ob&éhu. Vyrazné zvySena
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koncentrace pak byla zméfena po ukonceni operace v obou skupiniach pacientt.
Pfitom vSak neni jisté, jakou roli v poopera¢nich komplikacich IL-10 sehrava (52,
53).

8.5.2 Interleukin-6

Stejné jako IL-10 také IL-6 je produkovan po stimulaci komplexu TLR4/MD2/CD14.
K produkci IL-6 dochazi také po stimulaci FeyRI (54). IL-6 je povaZovan za pfevazné
prozanétovy cytokin, nicméné jeho ucinkem je indukovéna exprese rovnéz
protizanétovych molekul, jako je napf. haptoglobin (55). Hlavnim zdrojem IL-6 jsou
buitky monocyto-makrofdgové linie a endotelialni buiiky (56).

Koncentrace IL-6 v séru béhem operace stoupa a nejvyssich hodnot dosahuje po
ukonéeni operace a prvni pooperaéni den v obou skupinach pacientl, tabulka 14.
Piitom se zda, ze pouziti i nizké davky metylprednisolonu snizuje produkci IL-6.
Mezi obéma skupinami pacientll je po ukonceni operace a prvni pooperac¢ni den
vyznamny rozdil v dosazenych hodnotdich IL-6, které jsou u pacientd bez
metylprednisolonu zna¢né€ vys$si. K podobnému vysledku dospéla i studie Kawamura
a kol. (1995). V této studii vSak byly pacientim pted zavedenim mimotélniho ob&hu
podavany vysoké davky metylprednisolonu — 30 mg/kg (57).
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9 ZAVER

V disledku kardiochirurgické operace provadéné s mimotélnim obéhem dochazi
Kk nartstu poétu leukocytti a zvySeni procenta granulocytll. Zaroveii se méni produkce
prozanétovych i protizanétovych proteind. Nejveétsi narist ve smyslu kvantity je
pozorovan u proteini povazovanych za protizanétové, IL-10 a CD163. Béhem
operace a kratce po operaci stoupé hladina sérového IL-10, zatimco nejvyssi exprese
CD163 byla naméfena prvni poopera¢ni den. O snaze organismu tlumit zanétovou
reakci svédéi i1 fakt, ze v prib&éhu operace jsou z povrchu bun¢k odstépovany
povrchové receptory, které jsou izce spojeny se zanétem, TLR2 a TLR4. Zajimavym
poznatkem je, Ze od§tépovan je také vychytavaci receptor CD163. Naproti tomu u
ostatnich receptor, FcyRI a Fas, tento efekt pozorovan nebyl.

V pooperacnim obdobi dochazi ke zvySeni exprese TLR2, TLR4, Fas a FcyRl,
pfi¢emz maxima je na monocytech dosazeno prvni nebo tfeti pooperacni den, na
granulocytech pak tfeti pooperacni den.

Metylprednisolon zasadné ovliviiuje mnozstvi sekretovaného IL-10 stejné jako
expresi CD163. Tyto proteiny jsou pak navic v extrémné vysokych hodnotich
detekovany u pacienti s poopera¢nimi komplikacemi. I kdyz metylprednisolon
podporuje produkci zkoumanych protizanétovych parametrti, co se tykd vlivu na
proteiny zahrnuté spise v prozanétové odpoveédi, TLR2 a TLR4, je jeho role nejasna.
Jinak je tomu v piipadé IL-6, jehoz sekrece je v pfitomnosti metylprednisolonu
potladena.

V protikladu  k jingm klinickym modelim neni ptitomnost pooperaénich
komplikaci, vCetné sepse, charakterizovana zvySenim exprese FcyRI na granulocytech
kardiochirurgickych pacienti. Navic nebyl zjistén ani ucinek metylprednisolonu na
expresi FcyRI na granulocytech. Naproti tomu metylprednisolon vede Kk zvySeni
exprese Fas. Tento protein se vyskytuje ve zvySeném mnozstvi na granulocytech
septickych pacienttl, at’ byl pouzity metylprednisolon ¢i ne.

I kdyz metylprednisolon zasahuje do zanétové reakce, ktera vznika jako odpoveéd
na chirurgicky zakrok, souvislost mezi jeho aplikaci a vy$S§im nebo nizsi vyskytem
pooperaénich komplikaci nebyla pozorovana. A to piesto, Ze pouziti
metylprednisolonu je provazeno narustem produkce ¢i exprese typicky anebo alespon
castecné protizanétovych proteind IL-10, CD163 a Fas, jejichz dalsi navyseni lze
pozorovat u pacientli s pooperacnimi komplikacemi. Ttebaze by bylo mozné tyto
znaky v budoucnu vyuzit jako prognostické markery u kardiochirurgickych pacientt,
deregulace zanétové odpovédi u pacientdl s poopera¢nimi komplikacemi
pravdépodobné probiha na jiné trovni nez se pivodné predpokladalo.
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