Univerzita Karlova v Praze
Lékarska fakulta v Hradci Kraloveé

Zanétova odpovéd indukovana kardiochirurgickou operaci
v mimotélnim obéhu; vliv metylprednisolonu v naplni obéhu

Inflammatory response induced by cardiac surgery with

cardiopulmonary bypass; the impact of methylprednisolone

Mgr. Martina Kolackova

Skolitel: Prof. RNDr. Jan Krejsek, CSc.

Doktorsky studijni program Lékarska imunologie

Hradec Kralové

2014



Prohlaseni
Prohlasuji timto, ze jsem doktorskou dizertaéni praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje. Zaroven davam souhlas k tomu, aby tato prace byla ulozena
v Lékatské knihovné Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové a zde uzivana ke studijnim ucelim
za ptredpokladu, ze kazdy, kdo tuto praci pouzije pro svou publika¢ni nebo piedndskovou Cinnost, se
zavazuje, ze bude tento zdroj informaci fadné citovat.

Souhlasim se zpfistupnénim elektronické verze mé prace v informacnim systému Univerzity

Karlovy v Praze.

Hradec Kralové, 4.3.2014



Podékovani

Dékuji svému skoliteli prof. RNDr. Janu Krejskovi, CSc. za neuvétitelnou pfilezitost, kterou me
dovedl k védecké ¢innosti, jejimz vysledkem je také zpracovani této dizertacni prace. Dékuji mu za
podporu, motivaci, cenneé rady i dostatek trpélivosti.

Za spolupraci, bez které by se tato prace neuskutecnila, dé€kuji jak kolegim Mgr. Manuele
Kudlove-Trojackové, Ph.D. a doc. RNDr. Ctiradu Andrysovi, Ph.D., tak tymu kardiochirurga
a dalsimu zdravotnimu personalu — MUDr. Pavlu Kune$ovi, prof. MUDr. Jifimu Mand’akovi,
Ph.D., prof. MUDr. Vladimiru Lonskému, Ph.D., Mgr. Dan¢ Vlaskové, MUDr. Vladimiru Svitkovi,
Ph.D., MUDr. Zdené Holubcové, Jaroslavu Kubic¢kovi, Martinu Voltovi a dal$im.

S korekturou struktury textu a jazyka anglickych c¢lanki, jeZ jsou nezbytnou soucasti
dizertaéni prace, pomahal Zsolt Balint, M.Sc., kterému timto dékuji. Za vécné piipominky
a korektury ¢eskych textil, véetné této prace, jsem vdécna a dékuji MUDr. Drahomife Holmannoveé.

M¢é podékovani patii i vSem ostatnim, ktefi zasadné prispéli k realizaci vyzkumnych

projektt a nejsou zde jmenovité uvedeni.



SEZNAM ZKRATEK

aa-DBBF Hb
A
ACEI
ACT
ADAM10
ADCC
ADP
Akt
ATP
Bcel
BMI

C

Clq
Cbha
CD
cFLIP
CHOPN
CHR
CMV
CNTF
CPB
CRP
DcR
DD
DED
DISC
DL
DNA
DR
EBV
EGF
EKG
ELISA
ERK
F-actin
FADD
Fc
FGF
FiO2
fMLP
G

gld
GM-CSF

a-crosslinked hemoglobin

adenin

Angiotensin-Converting-Enzyme Inhibitors
Activated Clotting Time

A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
protilatkami zprostiedkovand bunécna cytotoxicita
adenosindifosfat

serine/threonine-specific protein kinase, PKB
adenosintrifosfat

B-cell CLL/lymphoma

Body Mass Index

cytosin

Complement Component 1q

Complement Component 5a

Cluster Designation (Differentiation)

cellular FLICE (FADD-Like IL-1B-Converting Enzyme)-Inhibitory Protein
chronicka obstruk¢ni plicni nemoc
Cytokine-binding Homology Region
cytomegalovirus

Ciliary Neurotrophic Factor

Cardiopulmonary Bypass, kardiopulmonarni bypass
C-reaktivni protein

Decoy Receptor

Death Domain

Death Effector Domain

Death Inducing Signaling Complex

Death Ligand

deoxyribonukleova kyselina

Death Receptor

Epstein-Barr Virus

Epidermal Growth Factor

elektrokardiogram

enzymem fizend imunosorbentni analyza
Extracellular signal-Regulated Kinases

Filamentous actin

Fas-Associated protein with Death Domain
Fragment, crystallizable

Fibroblast Growth Factor

Fraction of inspired oxygen
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine

guanin

generalized lymphoproliferative disease (fasl mutation)
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor



GRE

Hb
HCP-1
HIF-1lo
HMGB-1
HO-1
Hp

HRP
ICAM-2
IFN-y

g

IGF
IKK

IL-
IP-10
IRAK
ITAM
IU

IxB
JAK
JAM
Lck
LDL
LIF

lpr

lpre
LPS
LRP
LRR
MAPKKK
Mcl-1
MCP-1
M-CSF
MFI
MO

MP
MyD88
NF-xB
NK

NO

(i, e)NOS
OmpA
ORF
pa(CO;z n. O,)
PDGF

Glucocorticoid-Responsive Element
hemoglobin

Heme Carrier Protein 1

Hypoxia-Inducible Factor 1A
High-Mobility Group Box 1 Protein
hemoxigenaza 1

haptoglobin

Horseradish Peroxidase

Intercellular Adhesion Molecule 2 (CD102)
interferon vy

imunoglobulin

Insulin-Like Growth Factor

IxB Kinase

interleukin

IFN-y Inducible Protein-10

Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1
Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motifs
International Unit

Inhibitor of kB

Janus Kinase

Junctional Adhesion Molecule protein
Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
Low-Density Lipoprotein

Leukemia Inhibitory Factor
lymphoproliferation (fas mutace)

lymphoproliferation (fas mutation, death domain-disabled)
lipopolysacharid

Low Density Lipoprotein Receptor Related Protein 1 (CD91)
Leucine Rich Repeats

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase

Myeloid cell leukemia protein 1

Monocyte Chemotactic Protein 1 (CCL2)

Macrophage Colony-Stimulating Factor

Median Fluorescence Intensity

mimotélni obéh

metylprednisolon

Myeloid Differentiation Primary Response 88

Nuclear Factor kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B cells
Natural Killer

oxid dusnaty

(inducible, endothelial) Nitric Oxide Synthase

Outer membrane protein A

Open Reading Frame

partial pressure

Platelet-Derived Growth Factor



PECAM-1
PGI2
PI3K
PMA
PTK
PYK2
RANTES
RNA
ROS
RTG
SCART1
SIRS
SOCS3
SPPL2a
Spa
STAT

T

TAB2
TACE
TAK1
TGF-B
Th

TIR
TIRAP
TLR
TMB
TNF-a
tPA
TRADD
TRAF
TRAIL
TWEAK
TYK

U
VCAM-1
VEGF
WC1

Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecul 1 (CD31)
prostacyklin (prostaglandin 12)

fosfatidylinositol-3 kinaza

Phorbol 12-Myristate 13-Acetate

protein tyrozin kindza

Proline-rich Tyrosine Kinase 2, PTK2

Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted (CCL5)
ribonukleova kyselina

Reactive Oxygen Species

Rentgenové vySetieni

Scavenger Receptor Cysteine-rich Type 1 protein
Systemic Inflammatory Response Syndrom
Suppressor of Cytokine Signaling 3

Signal Peptide Peptidase-Like 2A

Secreted protein o (Apoptosis Inhibitor 6)

Signal Transducers and Activators of Transcription
thymin

TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2
TNF-a Converting Enzyme (ADAM17)

TGF-B Activated Kinase-1

Transforming Growth Factor 3

T helper

Toll/Interleukin-1 receptor

TIR-Domain Containing Adaptor Protein

Toll-Like Receptor

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

Tumor Necrosis Factor a

tkanovy aktivator plasminogenu

Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain protein
TNF Receptor-Associated Factor

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TNF-Related Weak Inducer of Apoptosis

Tyrosine Kinase

uracil

Vascular Cell Adhesion Protein 1

Vascular Endothelial Growth Factor

White Collar 1 protein



OBSAH

1 UVOD ..ot 1
I R N (=] (0] [=] (0 V.2 RSSO PSP PP PRURPRPRN 1
1.2 Operace S mimoteInim ObBENEM.........c.ciiiiiiiiiiiii e 2

1.2.1  Historie techniky operace s mimot&lnim ob&hem............ccevveverieiiiiiieiiece e 2
1.2.2  Technika operace S mimoteInim ObBENEM...........coveiiiiiiiiiiiiiieeeee s 3
1.2.3 Zmény indukované operaci S mimotélnim ob€hem .........cccccoevevviiiiiiiiicii e 5
1.3 CD163, receptor pro hemoglobin — haptoglobin (Hp-HDB)........cccooiiiiiiie 8
1.3.1  CharakteriStika CDLB3........cccciiiiieieiie ittt bbbt 8
1.3.2  EXPrESE CDLB3 ... .ot 10
1.3.3  Charakteristika hemoglobinu a haptoglobinu .............cccoeoeiiii i, 12
1.3.4  FUNKCE CDLB3 .....oeiieieiiieieee sttt ettt et esne e te et eeneenaeeneenneenns 13
1.4  FcyRI(CD64), vysoce afinni receptor 1 pro Fc fragment IgG .........cccooviiiiiiiiiiiiinnnne 15
1.4.1  Charakteristika FCYRI .....ccoiiiiiiiiiiiic e 15
1.4.2  EXPrese FOYRI ... 16
1.4.3  Charakteristika ligandil ............coeiiiiiiieiiiec s 17
1.4.4  Funkce ligand FcyRI @ s1gnalizace..........ccceviiiiiiiiiiiiiciiiesec e 18
1.5  Toll-like receptor 2 (TLR2) a Toll-like receptor 4 (TLR4) ........ccoovvivieieneiinene e 19
1.5.1 Charakteristika TLR2 a TLR4 a Signalizace............ccccccvevveivevvsie i 19
152  EXPrese TLRZ2 @ TLRA ... 23
153  FUNKCE TLRZ2 @ TLRA ..ottt et eneas 24
1.8 FAS (CD95) ...ttt bbbttt bbb 24
1.6.1  Charakteristika Fas reCEPIOIU.........ivueiierie e ee et 24
1.6.2  EXPIESE FAS ..ttt 25
1.6.3  Charakteristika Fas Hgandu.............cccocveiiiiiiieie e 26
1.6.4  Funkce FasL/Fas a SIgNaliZace...........cccooiriiiiiiiiieie e 28
1.7 INtErleukin-10 (IL-10) .....coieieiieee ettt e ere e sre e 30
1.7.1  CharaKteristika IL-10 .........cccceiiieiiiieseeie ettt ee e sne e nneennas 30
O b o (=TT | I RPN 32
1.7.3  Charakteristika receptoru pro I1L-10 (IL-10R, CD210) a signalizace .............cc.ccecuuue. 33
1.7.4  FUNKCE TL-L10/TL=10R ..ttt eneas 34
1.8 INEEFTEUKIN=-6 (IL-6) ...ttt 36
1.8.1  CharakteriStiKa IL-6 ........cccviieieieieiecie st eneas 36
1.8.2  EXPIESE TL-B...eeeiieiiieeieee e 36
1.8.3  Charakteristika receptoru pro IL-6 (IL-6R-gp130) a signalizace ...........cccccoeevvvernnnne. 37
1.8.4  FUNKCE IL-6/IL-6R-PL30.....ccuiiiiiiiiiiieiiisiesii ettt 39

2 CHLE it 41

3 MATERIAL A METODY ...ooviiiieieeeeee et e ten st sn st assn s s 42
3.1 SOUDOT PACIENTTL. ...t nr e nne e 42
3.2 Operace S mimoteINim ODEREIM.........civiiiiiiiiieie e 42
K T0 B A 11 4 [ SRS 43
34 POOPEIACHT PECE ....vivviiieiiiiie ittt 43
3.5 N T3 W70 o 3 SRS PRR 45
3.6 Stanoveni POCTU DUNEK ........ccoiiiiiiiiiiii s 45
3.7 PrULOKOVA CYEOMELIIE ...vevviiietieieiitiesieei ettt bttt 45

7.1 KIELEUKOBA ...ttt ettt e e et e e sae e e be e raeene e 45
3.7.2  Stanoveni procenta monocytll @ ZranulOCYLl ......cvveriivieiiiiieiiiee e 47
3.7.3  Stanoveni exprese TLR2, TLR4 @ CD95 .......cccooiiiiiiie et 48
3.8  Enzymem fizend imunosorbentni analyza (ELISA) ....c.cccooviiiiiiiiciii e 52
3.9 StatiStiCKE NOANOCENT ......oviiiiiiiee bbb 52

F N A4S I =1 0] 7 20T 54



4.1  DeteKOVANE PArAMELTY .....coeiieiieiieeieeieieiesie ettt et esee e et sbeabessa e e e e ntesbestesbesreeneanes 54

411 POCEE ICUKOCYIU ..veiiiiiiiiiiiiiiiie ettt sttt e b e e snb e e e nnreeen 54
4.1.2  Procento monocytll @ SranulOCYtl........c.evveiuiiiiiiieiiiiiiiieie e 55
4.1.3  PoOVIChOVA €XPIeSE PrOLEINIL ..ceuvriiiiieiiiiiesiiiesiiiesireesbeeesbeeessbeeessbeessnbeesssbeeessbeessseeeans 57
4.1.3.1 EXPreSe CDLB3 ...ttt sttt et 57
4.1.3.2  EXPrese FCYRI (CDBA4) ...ttt st 58
4.1.3.3  EXPresSe TLR2 (CD282) .....coii ettt sttt sttt 60
4.1.3.4  EXPreSe TLRA (CD284) .....coieeeee ettt sttt sttt 65
4.1.35  EXPresSe FAs (CDO5) ...ttt sttt sttt 70
414 SErOVE PATAMELIY ...ooueiiiieiieiieie ittt sttt bbb e st bt st e bt st e n e b b 75
4.1.4.1  INErIEUKIN-L0 ....ciiiiiiiieiee et 75
4.1.4.2  INTEIIEUKIN-6 ..ottt s 76

4.2 KENICKA GALA ....cvieecieee e bbb 78
4.3  Vztah parametrl k pre- a pooperacnim charakteristikam ............c.cccoooeiiieiiiiiiicnie e, 78
4.3.1 Hodnoty CD163 a IL-10 u pacientl se selhanim organti............ccocvevverenerencrenennnnn 78
4.3.2 Hodnoty CD163 a IL-10 u pacientt s diabetes mellitus...........cccooveveiieciecc i, 79

O DISKUZE ...t b et r e nnnas 83
5.1 POCEE IEUKOCYLU ...t 83
5.2 Procento MONOCYLU ......couiiiuiiiiieitiesii et st ettt et sb e e se e e nneesnneeneesnneeneeas 84
5.3 Procento granulOCYl ........ccuiiiiiiiieiiieie it 84
5.4 POVIChOVA €XPIeSE PrOTEINTL ... ecuviveiieeirisieeitieie sttt ettt nn e ns 85
541 EXPreSe CDLB3 ... ..ooiiiiiiiiiie ettt 85
5.4.1.1 Exprese CD163 Na MONOCYLECN.........ceiiiiiiiiieeiiiiie et 85
5.4.2  EXPrese FCYRI (CDO4).......oiiiiiiiiiiiiieieee e 89
5.4.2.1  Exprese FCYRI Nna MONOCYLECH..........ccocviiiiiiic e 89
5.4.2.2 Exprese FcyRI na granuloCyteCh...........ccoovviiiiiiiiiiieeei 90
5.4.3 Exprese Toll-like receptoru 2 (CD282) ........cccueiveieiieieeie e 90
5.4.3.1 Exprese TLR2 Na MONOCYLECN.........ccuiiiiiiiiiie et 90
5.4.3.2 Exprese TLR2 Na granulOCYLECN ........cccoviiiiiiiiiiiiesieeeie e 92
5.4.4  Exprese Toll-like receptoru 4 (CD284) ........cccueiveiieieeieeie e 93
5.4.4.1 EXxprese TLR4 Na MONOCYLECN........ccoi it 93
5.4.4.2 EXxprese TLR4 na granuUlOCYIECH .........cccvciiiiiiiicie et 94
D45 EXPIESE FAS ..ot 94
5.4.5.1  EXprese Fas Na MONOCYLECN.........cccoiiiiiiiiiiiiie et 94
5.4.5.2  Exprese Fas na granuloCyLECN ..........ccoiiiiiiiiiiiee e 96

5.5 SErOVE PATAIMELIY ...ueiiiiiiiie ettt sttt sttt et e te b et ebeebe e eneane e 97
5.5 1 INErIEUKIN-L0......eiiiiiiiii s 97
552 INEIIEUKIN-6 ...t 98

B ZAVER ..o 100
7 POUZITA LITERATURA ..ottt 101
8  PREHLED PUBLIKACNI AKTIVITY ..o sseeseee s esessesses st 151
8.1  PUVOANT CLANKY ....oiiiiiiiiiiie ettt sttt e nne e 151
8.2  Prehledove CLANKY ......ocoviiiiiiii 152

O PRILOHY oo e e et e et e et et e e e et e er et erer e 154



1 UVOD

1.1 Aterosklerbza

Tukove platy se objevuji v arteriich jiz u mladych lidi. Tyto platy ukladajici se pod endotelem
mohou vymizet nebo se pomalu vyvijeji Vv aterosklerotickou 1ézi (ateroma). 1 kdyz jsou
aterosklerotické platy ptitomné, nékteré osoby ziistavaji asymptomatické po cely Zivot. Vyvoj platu
je neodmyslitelné spjaty se zanétem a prevence hypercholesterolémie a vysokého krevniho tlaku jen
Caste¢né fe$i mnohem komplexnéjsi problém, neZ se odbornici zpocatku domnivali (1, 2).

Platy jsou lokalizovany ve vnitini vrstvé artérie — intim¢; s vyvojem ateromu dochazi
k jejimu ztlusténi. Ztlusténi intimy je dano hlavné zmnozenim bunék hladké svaloviny. Tyto 1éze
patrné u déti koreluji s distribuci aterosklerotickych plati u dospélych (3). V centru platu se
nachdzeji pénové bunky a tukové kapénky, které jsou obklopeny buitkami hladké svaloviny a
kolagenovou vrstvou. Povrch kryje fibrozni ¢epicka. Ta mize mit riznou tloustku (2).

Do platu migruji lymfocyty, zirné bunky a makrofagy. Pravé makrofagy davaji vznik
pénovym buitkdm. Rozsah infiltrace bunkami se u rtiznych plath muaze liSit; na charakteru
aterosklerotickych platd je pak zalozena jejich klasifikace (3).

Vcestovalé buiky jsou zdrojem prozanétovych cytokini a umoziuji dalsi progresi platu.
Produkce lytickych enzymi (zejména matrix metaloprotedz a cysteinovych proteaz) pusobi
ztencovani fibrozni Cepicky. Pfitomnost bunék imunitniho systému, respektive mnozZstvi téchto
bunék v platu, indikuje destabilizaci aterosklerotického platu (4, 5).

Progredujici rist platu vede k ztzeni tepny, krevni zasobovani organu se zhorSuje a tim i
jeho funkce. Zasadni udalosti je ruptura platu, zpravidla v misté ztenceni fibrozni vrstvy, a uvolnéni
prozanétovych faktord a trombogenniho materidlu obsazeného v platu. Vstup trombogenniho
materidlu do krevniho fecist€¢ muze zpusobit okluzi i ve vzdalenéjsich tepnéach, zatimco v misté
porusené¢ho aterosklerotického platu dochazi k formovani trombu (6). Nejvyraznéj§im a
nejcastéjSim projevem ischémie jsou infarkt myokardu a mozkova mrtvice. Ztencovani fibrozni
cepicky a vliv trombotickych faktordt muze vysvétlit, pro¢ dochazi k nepfedvidatelnému infarktu
myokardu nebo nahlému dmrti z diivodu onemocnéni koronarnich cév u osob s neokluzivnimi
platy, které neptisobi zadné klinické symptomy ani pfi fyzické nebo psychické zatézi (6-8). Exprese
C-reaktivniho proteinu (CRP) je indukovana IL-6, jehoz podstatnym zdrojem jsou pravé bunky
monocyto-makrofagové linie a endotelialni bunky (9). ZvySena hladina CRP je jednim ze
zakladnich markerti progrese aterosklerotického onemocnéni a svéd¢i o zasadni tloze bunék

imunitniho systému u tohoto onemocnéni (10, 11).



Vyskyt aterosklerozy je nejcastéji spojen s metabolickym syndromem. Na vzniku
aterosklerozy se podili koufeni a nedostatek fyzicke aktivity, jak bylo prokazano také na zvitecich
modelech. Rozsahlé klinické studie vSak ukazaly, Ze i jedinci v kontrolnich skupindch az v 85 %
splnovali kritéria pro vznik aterosklerotického onemocnéni (jako metabolicky syndrom, koufeni,
neaktivita), kterym vSak netrpéli (12). Zistava tak nejasné, které proteiny jsou klicové pro vznik
aterosklerdzy a jaké konkrétni genetické pozadi urcuje negativni prognozu.

Ateroskler6za postihujici korondrni cévy vede k nepoméru mezi krevnim zasobenim a
spotiebou kysliku myokardem. Projevem aterosklerotického onemocnéni véncitych tepen je
ischemicka choroba srdeéni, ktera se stale umistuje na vedouci p¥i¢ce Umrtnosti, nejen v Ceské
republice, a je i pficinou vyznamné invalidity populace v produktivnim véku. Jednou z moznosti
1é¢by ischemické choroby srdecni je revaskularizace pomoci tepennych §tépu (arteria mammaria,
arteria radialis, arteria gastroepiploica dextra) nebo s pouzitim Zilnich §tépu (vena saphena magna

nebo parva).

1.2 Operace s mimotélnim obéhem

Revaskularizace véncitych tepen (CABG, Coronary Artery Bypass Grafting) se provadi
S pouzitim mimotélniho obéhu (CPB, cardiopulmonary bypass). Dal$i moznosti je i revaskularizace
na bijicim srdci bez pouziti mimotélniho ob&hu rozvijejici se spiSe posledni dobou. Pouziti
mimotélniho ob¢hu se vsak stale povazuje za standardni metodu, ktera se neustale vyviji. Prvni
vykony s pouzitim CPB se datuji do 50. let minulého stoleti. Od té doby technika zaznamenala fadu
vylepSeni, které vedly ke snizeni mortality a morbidity u pacientl. Néktera pracovisté témer

nahradila konven¢ni CPB minimalné invaznim CPB.

1.2.1 Historie techniky operace s mimotélnim obéhem

1901-1910 Alexis Carrel zkoumal zpisoby, jak Uspé$né seSit cévy a predstavil Americké
chirurgické spole¢nosti plan revaskularizace koronarnich tepen (13).

1934 Michael DeBakey, student mediciny, upravil Porter-Bradleyho infuzni pumpu a vytvofil tak
prvni rotaéni valeckovou pumpu (14).

1937-1953 John Heysham Gibbon sestavil prvni ptistroj umoziujici kardiopulmonalni bypass a
diky heparinu (objeveného McLeanim uz vroce 1916, nicméné v klinice poprvé pouzitého
Craffordenv roce 1935) dosahl vyrazného zlepSeni preziti pokusnych zvitat (1939). Spole¢né s
inzenyry byl schopen odstranit vzduchové bubliny a tak 1953 ve Philadelphii poprvé uspésné

operoval s pouzitim mimotélniho obéhu 18letou pacientku s vrozenym defektem mezisifiového
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septa (15-17). Tento uspéch pak ale nebyl schopen zopakovat. A teprve John Kirklin na Mayo
Clinic s pouzitim modifikovaného Gibbonova pfistroje operoval sérii pacientti. Poopera¢ni timrtnost
vsak byla vysoka (50 %) (18).

1945, 1947 a 1951 Arthur Vineberg revaskularizoval myokard pfesmérovanim arteria thoracica
interna do levé komory (19).

1952-1953 negkolik chirurgi véetné dr. Murray ozndmilo Gspé$né pouziti arterialnich tepen
k revaskularizaci myokardu (20).

1957 Sidney Smith pouzil §tépu z vena saphena magna k revaskularizaci myokardu (21).

1962 F. Mason Sones a Shirey poprvé demonstrovali pouziti angiografie k vizualizaci blokady
v koronarni artérii (22).

1973 Benetti, Calafiore a Subramanian poprvé zptistupnili srdce 10 cm fezem mezi zebry (23-25).
1976 pocatek vyuzivani centrifugalnich pump jako soucast kardiopulmonalniho bypassu.

Od r. 1980 nahrazovéani bublinkovych oxygenatori membranovymi, o deset let pozd&ji se pak
rozvijeji minimaln¢ invazivni techniky, které zahrnuji:

minimalné¢ invazivni ptistup k srdci;

zmenSeni mimotélniho ob&hu, kdy jsou vyuzivany hemokompatibilni povrchy;

Casta je operace na bijicim srdci s pouZitim tkanového stabilizatoru;

vyuziti aprotininu, inhibitord kallikreinu, metylprednisolonu apod.

1.2.2 Technika operace s mimotélnim obéhem

Principem mimotélniho ob&hu je nahradit funkci srdce a plic a timto umoznit provadéni
chirurgickych vykont na zastaveném srdci.

K tomu, aby bylo dosaZzeno bezkrevného operacniho pole a nehybného srde¢niho svalu je
po spusténi mimotélniho obéhu na vzestupnou ¢ast aorty umisténa svorka, tudiz krev nemuze
vstupovat do véncitych tepen a srdecnich komor. K ochran¢ srde¢niho svalu a zabranéni bunééné
smrti se pouziva technika tzv. kardioplegie. Kardioplegicky roztok je do krevniho fecisté opakované
aplikovan antegradné, popft. retrogradné (v piipadé vazné okluze artérie), kazdych 15-30 min.
srdeéni zastavy. Kontinualni aplikace kardioplegického roztoku sice piinasi lep$i ochranu
myokardu, ale neni vzdy technicky mozna. K navozeni srde¢ni zéastavy je pouzivano kalium
(ptiblizné v mnozstvi 20 mmol/l), které zplisobi zménu membranového potencidlu a diastolickou
zastavu. Kardioplegické roztoky se mohou lisit. Pouzivana je studend krystaloidni kardioplegie
nebo krevni kardioplegie, kterd je aplikovana studena nebo tepld. Diky hemoglobinu pfinasi krevni

kardioplegie nékteré vyhody jako je rozvod kysliku na bunéfné urovni, schopnost pufrovat



vodikové ionty a vychytavat volné radikaly. Vysledkem je redukce srdecniho edému a zlepSeni
mikrovaskularni cirkulace (26, 27).

Nekardioplegické techniky ochrany myokardu zahrnuji nékolik pfistupd, napt. hypotermii.
Nejedna se pouze o vnéjsi chlazeni, ale o hypotermickou systémovou perfizi se snahou o udrzeni
teploty jadra 30-32°C. Nebo byva svorka nalozena v kratkych periodach (intermittent cross-clamp
fibrillation) a pouzivana je i predchazejici ischemickd kardioprotekce (ischemic preconditioning)
(26-28).

Béhem operace provadéné s mimotélnim obéhem je krev pouzitim vendzni kanylace a
systém hadic svadéna ze pravostrannych srde¢nich oddila do vendzniho rezervoaru. Do arteridlniho
systému se nasledné vraci okysliend z oxygenatoru za vyuziti pumpy. Jak je patrné z ndzvu,
oxygenator podobné jako plice zajist'uje vyménu plynd; jeho soucasti je i tepelny vyménik. Vlastni
plice jsou ze systémové cirkulace béhem mimotélniho ob&éhu vyfazeny a ja v nich zachovan pouze
nutritivni ob&h. V minulosti se pouzivalo oxygenatori bublinkovych (kyslik volnéprobublaval krvi)
nebo diskovych (dochazelo k vyméné plynti mezi krevnim filmem a atmosférou bohatou na kyslik).
Soucasné oxygenatory provadéji vyménu plynli pomoci riznych typti membran. Nejcastéji se jedna
0 duta vldkna z mikroporézniho z polypropylénu s velikosti poru od 0,05 do 0,3 um. Duté vlakna
z polymetylpentenu umoziuji pouziti oxyganatoru dlouhodobé po dobu i n€kolika tydni (26, 27).

Krevni pumpy jsou mechanicka zatizeni, kterd zajist'uji konstantni tok okyslicené krve, jiz
jsou zasobeny télni organy pacienta. Tyto pumpy musi byt schopné zajistit krevni zasobeni 1 ptes
ur¢ity odpor, kdy nesmi dochazet k vytvareni mist se stagnaci krve a turbulence. Rutinn¢ jsou
pouzivany centrifugalni a valeckové pumpy, které se vyznacuji nizkym indexem hemolyzy.
Centrifugalni pumpa je pro nékteré své vlastnosti vhodnéjsi zafizeni, jelikoz je zcela neokluzivni a
tim zabranuje tvorbé excesivniho tlaku v mimotélnim obé&hu a brani ptipadnym trhlinam (26).

Operace VvV mimotélnim ob&éhu muize byt provadéna v normotermii nebo hypotermii.
V soucasnosti se pouziva jen velmi mirna hypotermie (pii nazofaryngealni teploté vyssi nez 32°C);
pii naro¢nych zakrocich mize byt ale pouzita i hluboka hypotermie (18-22°C). Hypotermie sice
snizuje spotfebu kysliku Vv télesnych tkanich obecné, ale normotermie, nebo jen tzv. mirna (tepid)
nasledky jako je zvysena krvacivost a porucha membranové funkce bun¢k srde¢niho svalu (26, 28).

Krev z opera¢niho pole miize byt odsavana pomoci kardiotomického sani a vracena do
vendzniho rezervoaru. Rezervoar je vybaven filtry, které jsou schopné redukovat mnozstvi

mikrobublin vzduchu, tukovych ¢astic, fibrinu a kontaminace pochazejici z opera¢niho pole (26).



1.2.3 Zmény indukované operaci s mimotélnim obéhem

Béhem chirurgického zakroku dochazi ke zménam v endokrinnim, nervovém a imunitnim
systému. Tyto zmény jsou do velké miry spojeny s naruSenim rtznych typa tkani. V piipadé
kardiochirurgické operace provadéné s mimotélnim ob&hem je pfistup k srdci nejcastéji zajistén
stiedni sternotomii. Tento postup sice zajist'uje jedineCny pristup k srdci a prehlednost operacniho
pole, ale v nékterych piipadech byva spojen s komplikacemi. Kromé epitelialni tkan¢, svalové
tkan¢ a endotelu, je u takové operace poskozena i kostni tkan. Tato poskozeni vedou k silné aktivaci
kaogula¢niho a fibrinolytického systému. Nejen Ze je opera¢ni rana nachylna k infekci,
z narusenych bunék jsou uvolnovany molekuly, z nichz mnohé slouzici jako ,,damage associated
molecular patterns“, ale jsou produkovany latky se systtmovym dosahem — prostaglandiny,
leukotrieny a histamin. Po prvotni vazokonstrikci dochazi hlavné u¢inkem histaminu k vazodilataci
a prosakovani plazmy a tvofi se edém. Atrahovany jsou desti¢ky a aktivovana je i koagulacni
kaskada, které maji zabranit krvaceni. Jak rovnovédha mezi vazokonstrikci a vazodilataci, tak
koagulac¢ni a fibrinolyticky systém jsou vSak pfi operaci do rizné miry naruSeny (29-31).

Za normalnich okolnosti je povrch endotelu pokryt glykosaminoglykany (dfive
mukopolysacharidy), které maji vlastnosti podobné heparinu a slouZzi jako kofaktory antitrombinu
II1. Antitrombin je soucasti dillezitého mechanismu vedouciho k inaktivaci trombinu a faktorti VIla,
IXa, Xa, Xla. Dalsi mechanismus zahrnuje pusobeni trombomodulinu spole¢né s proteinem C a
proteinem S, které degraduji faktory Va a VIlla. Béhem fibrinolytického mechanismu se uplatituje
plasminogen vazajici se dohromady s tkanovym aktivatorem plasminogenu (tPA) na fibrin.
Plasminogen je pomoci tPA proteolyticky St€pen na plasmin; ucinkem plasminu pak dochazi
k degradaci fibrinové sité na $tépy (30, 31).

Pii naruseni povrchu endotelu se endotelidlni bunky rychle stdvaji protrombocytickymi.
Negativné nabité fosfolipidy na destickach a poskozenych endotelidlnich bunikach vazou koagulacni
faktory a preménuji zymogeny na aktivni serinové proteazy. Endotelidlni buniky rovnéz uvolnuji
von Willebranduv faktor, ktery zvySuje adhezi povrchového glykoproteinu Ib na destickach na
subendotelialni kolagen. Proti agregaci desti¢ek pusobi prostacykliny (PGI2), k jejichz rychlému
vycerpani v§ak dochazi pfi rozsahlém naruseni endotelu. Poskozeni endotelialniho povrchu a tvorba
trombu navic méni 1 fyzikalni vlastnosti krevniho pratoku. Dal$im faktorem ovliviiujici pritok je
produkce vazoaktivnich molekul jako oxid dusnaty (NO), eikosanoidy, angiotensin. Tyto latky maji
vliv na tonus bunc¢k hladké svaloviny v cévni sténé¢ a jejich produkce urcuje rovnovdhu mezi
vazodilataci a vazokonstrikci. Endotelidlni dysfunkce provazena nizkou dostupnosti NO je
charakteristickd pro aterosklerotické onemocnéni, nicméné Se objevuje rovnéZz V souvislosti

S pouzitim mimotélniho obéhu a je dale prohloubena ischemicko-reperfuznim poskozenim. Kromé
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vazodilata¢niho uc¢inku zabranuje NO agregaci desticek v endotelu a adhezi leukocytt. Pri
hemolyze provazejici operaci ale nastava vazbou na volny hemoglobin vycerpani ptitomného NO
(30-32).

Vzhledem Kk naruSeni antitrombotického prostiedi udrzovaného endotelem je béhem
opera¢niho vykonu dilezita snaha o navozeni rovnovahy mezi krvacenim a sraZenim. Piestoze
napf. mozkové mrtvici ¢i ledvinnému infarktu. Pti operacich je k navozeni antitrombotického stavu
vyuzivano heparinu, jehoz ucinek je v zavéru zakroku antagonizovan podanim protamin sulfatu.
Teoreticky by pak mohlo dochézet k tomu, ze béhem operace a kratce po operaci se objevuje
krvaceni, zatimco pooperaéné se miize vyskytnout tromboembolicka komplikace. Nicméné vznik
trombd, stejné jako krvaceni v poopera¢nim obdobi neni vylouceny. Co se tyka nasledki samotného
poskozeni sterna pfi stiedni sternotomii, nejcastéjs$i komplikaci byva pravé krvaceni. Dalsi
komplikace zahrnuji $patné hojeni sterna, infekci a dehiscenci (30, 31, 33).

Neutrofily ptedstavuji prvni linii obrany imunitniho systému, neni proto piekvapujici, ze pii
zanétu vyvolaném chirurgickym zakrokem jejich mnozstvi stoupa. Nejen Ze neutrofily odpovidaji
na vn&j$i signaly migraci do mista zanétu a likvidaci bakteridlnich a vlastnich poskozenych bunck,
ale samy jsou podstanym zdrojem chemokindl, prozanétovych cytokind i aktivacnich molekul na
svém povrchu. Takto jsou neutrofily schopné stimulovat ostatni buriky a pfispivat k rozvoji zanétu.
Aby doslo k pfesunu neutrofiltt z periferni krve do uréité lokalizace, je potfeba, aby se klidové
neutrofily aktivovaly a nasledné prestoupily bariéru endotelidlnich bun¢k a bazalni membrany.
Aktivaénim signalem byvaji jak mikrobialni struktury jako tfeba LPS nebo flagelin, tak i solubilni
molekuly uvolnéné z vlastnich bunék. Muze se jednat o posSkozené buriky uvoliujici DAMP, kdy
jako silny aktivator neutrofilti slouzi napf. molekula hemu, mitochondrialni DNA, HMGB-1 nebo
extracelularni ATP. Aktivované bunky sekretuji TNF-a, IFN-y, IL-1f a dalsi cytokiny, ktere dale
neutrofily stimuluji (34). Interakce mezi neutrofily a endotelialnimi bunikami maji za t¢el zpomalit,
zastavit a mistné€ navést neutrofily. Tyto interakce probihaji pfes povrchové struktury, které zahrnuji
ruzné typy selektint, integrint, adresinii, homingovych receptori a karbohydratovych ligandt. Bylo
zjisténo, Ze endotelidlni bunky nejen produkuji adhezivni molekuly, ale také umi vychytavat a
exprimovat na svém povrchu nékteré chemokiny jako IL-8 a RANTES udavajici lokalizaci zanétu
(35). Neutrofily k pfestupu do tkani vyuZzivaji spojeni mezi sousedicimi endotelialnimi buikami
(paracelularni migrace), kdy se uplatiuji proteiny jako ICAM-2, PECAM-1 a JAM rodina proteind
(34). Transcelularni migraci prostupuje jen malé mnozstvi neutrofila. Takovy zpusob piekonani
bariéry endotelu je umoznén expresi vysoké density ICAM-1 a spociva v penetraci a priachodu pory
Vv cytoplazm¢ endotelidlnich bunék (34). Pfechod téchto granulocyti je polarizovany a probiha

smérem od luminalniho k abluminalnimu kompartmentu. Bylo zjisténo, Ze se nékteré buiilky vraceji
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zpet reverzni transendotelialni migraci. Dé&je se tak pii rozsdhlém zanétu nebo tfeba ischémii.
Takové neutrofily diseminuji zanét a produkuji vétsi mnozstvi prozanétovych faktord (TNF-a, IL-
1B, IL-8), a tim zanét také prohlubuji; mechanismus reverzni transendotelialni migraci se patrné
uplatiuje pii vzniku systémového zanétu.

Po piestupu migruji neutrofily v koncentra¢nim gradientu chemotaktickych molekul, kam
patii napt. IL-8, C5a, fMLP, ale také ATP unikajici z poskozenych bunék. V daném misté jsou
likvidovany a fagocytdzou odstranény mikrobialni patogeny, stejné jako nekrotické ¢i apoptotické
bunky. Vzhledem k sekreci ROS a proteolytickych enzymi narusuji neutrofily do jisté miry i okolni
tkang. Prestoze jsou neutrofily kratce Zijici buiiky, béhem zanétu se jich Zivotnost prodluzuje.
Takové neutrofily také produkuji fadu proteint, které aktivuji dalsi bunky jako tfeba
monocyty/makrofagy, jez migruji do mista zanétu vzapéti po neutrofilech. Chemotaktické molekuly
jsou obsazeny piimo v granulech; zahrnuji hlavné a-defensiny a ,,human cationic antimicrobial
protein 18 (proforma LL-37) a pfitomnost funk¢nich granulocytd je klicova pro nasledujici faze
zanétu spojené se vstupem dalSich bun¢k. Monocyty pii své migraci ve vétsi mife vyuzivaji odlisné
molekuly: CD62E, B-integriny, VCAM-1 a MCP-1. Také monocyty slouZzi jako bunky odstranujici
debris v postizeném misté. Kromé fagocytdzy tyto buiiky vylucuji mnozstvi proteinti, které sice
V pocatcich aktivuji a atrahuji dal$i neutrofily a monocyty a prohlubuji tak zanét (IL-1p, 1L-6, IL-8),
Vv pozdéjsich fazich ale vedou K jeho ukonc¢eni a ndslednému hojeni rany. Déje se tak diky rastovym
faktoram (PDGF, TGF-B, EGF, FGF, VEGF, IGF), které podporuji migraci a proliferaci mnohych
bunék, v neposledni fadé fibroblast a endotelialnich bunek (34, 35).

Pouziti mimotélniho ob&hu, kde krevni elementy ptichazeji do pfimého styku se vzduchem,
stejné jako s nehemokompatibilnim povrchem zafizeni, zesiluje odpovéd’ imunitniho systému. Dalsi
faktory, jako je pouziti kardiotomického sani, hemodiluce, hemolyza, nepulsatilni tok krve,
endotoxemie a ¢asova naroc¢nost operaci, ptispivaji k vyskytu komplikaci spojenych s operaci. Neni
ptekvapujici, ze zdkrok byva ve vétSiné ptipadi doprovazen systémovou zanétovou odpovédi
(Systemic Inflammatory Response Syndrom, SIRS), kterd samovolné odezni bez vnéjsiho zasahu.
Tato odpovéd’ je charakteristicka zvySenim C-reaktivniho proteinu v séru, které je mozné detekovat
témef u vSech pacientl po kardiochirurgické operaci. U nékterych nemocnych vsak zanétova
odpovéd muze progredovat az Kk selhdavani jednoho nebo vice organt. Navzdory rozsahu
kardiochirurgického zakroku s pouzitim mimotélniho ob&éhu jsou operaéni a poopera¢ni komplikace
jen piechodné a umrtnost v souvislosti se zakrokem je relativné nizka (36).

V priabéhu imunitni odpovédi se u kardiochirurgickych pacientl uplatiuji jak prozanétové,
tak protizanétové mechanismy. Podle tradi¢niho schématu ma spusténi prozanétovych mechanismi
za ukol chranit pted ptipadnou infekci, zatimco protizanétové mechanismy souvisi s ukon¢ovanim
imunitni odpovédi a hojenim. Pfi pouziti mimotélniho ob&hu je pozorovano, ze od pocatku
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kardiochirurgického zékroku az do prvniho pooperacniho dne je nejvyraznéjSim projevem imunitni
odpovédi aktivace protizanétové slozky reprezentované proteiny jako je interleukin-10 (I1L-10),
pentraxin-3 a receptor pro haptoglobin-hemoglobin, CD163. Tento protizanétovy stav je podpoien
zménami v bunécné imunité. Pouziti mimotélniho ob&hu je provazeno snizenim poc¢tu monocytl a
odstépovanim rozli¢nych receptord (napt. CD14, TLR2, TLR4) na jejich povrchu. Prestoze pocet
neutrofilnich granulocyti v pribéhu operace a po operaci stoupd, jsou tyto builkky protizanétove
polarizovény, coZz je charakterizovano vysokou expresi znaké: CD16%™, CD200R a
olfaktomedinem-4 (37). Protizanétovy stav indukovany operaci je vysvétlovan zménami
v endokrinnim a nervovém systému. Ustiedni roli pfitom hraje kortizol produkovany po stimulaci
osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny aferentnimi nervy z mista, kde dochazi k poruseni tkani.
Kortizol vede k metabolickym zménam. Ty umoznuji zvysit hladinu glukézy a zaroven snizit
schopnost jejiho vyuziti svalovou tkani. Je zvySovéana také retence soli a vody a katabolismus
bilkovin. Zasadni ucinek mé kortizol na builky imunitniho systému. Kortizol funguje
protizanétovych. Kortizol rovnéz zvySuje mnozstvi neutrofilli v krvi a snizuje jejich migraci do
mista zanétu. U makrofagh inhibuje diferenciaci. Zarovenl také kortizol zvySuje u makrofagi
schopnost fagocytozy (38).

Ke zvySeni exprese proteinti ucastnicich se prozanétové odpovédi dochazi se zpozdénim
V porovnani s protizanétovymi proteiny. Navic aktivace prozanétovych proteini se zda byt piisné
regulovana i co se tyka kvantitativnich zmén, které nejsou natolik markantni jako u protizanétovych
proteind. Tyto jevy vysvétluji, pro¢ se kardiochirurgicti pacienti po urcitou dobu nachazeji

v imunosuprimovaném stavu a mohou byt ohrozeni komplikacemi jako je infekce a sepse.

1.3 CD163, receptor pro hemoglobin — haptoglobin (Hp-Hb)
1.3.1 Charakteristika CD163

CD163 patii do nadrodiny ,,cystein-rich* scavenger receptort (SRCR), které jsou schopné
rozpoznat konzervované motivy patogena piimo (39). Jedna nebo vice domén bohatych na cystein
jsou umistény na C-konci molekuly a jsou homologni k doméné makrofagového SR-I (40). SRCR
domény jsou evolu¢né konzervované ¢asti molekuly a jsou zodpovédné za vazbu ligandu.

Skupina B SRCR zahrnuje CD163, WCI1, CD5, CD6, Spa, Hensin, Ebnerin, CRP-duktin,
Zluénikovy mucin a Pema-SREG (40-49). Domény skupiny B SRCR obsahuji 100-110

aminokyselin a jsou charakteristické pfitomnosti 6 az 8 cysteinii a 3 az 4 disulfidickymi vazbami



(50). Dalsim spole¢nym znakem této skupiny je, Ze kazda SRCR doména je kodovana jednim
exonem.

CD163 molekuly jsou tvofeny extracelularni ¢asti obsahujici SRCR domény, kratkym
transmembranovym segmentem (24 aminokyselin) a rovnéz kratkym cytoplazmatickym koncem
(40). CD163 rodina obsahuje n€kolik ¢lenti: CD163A, CD163B (-a, -p), CD163¢ (50-53). CD163c
(SCART) je zastoupen dvéma proteiny: SCART1, vyskytujici se v lymfatickych uzlinach, plicich a
trachey mysi a SCART2 exprimovany na yo T bunkach produkujicich 1L-17 (54-56). CD163B
(nebo také ,,CDI163-like molekule”, CD163L1, M160) se nachdzi na bunikdch na monocyto-
makrofagové linie a vyskytuje se ve dvou formach. CD163B-o je castéjsi, ma delsi
cytoplazmatickou ¢ast (71 aminokyselin). CD163B- ma cytoplazmaticky konec dlouhy jen 39
aminokyselin a na rozdil od dlouhé formy pravdépodobné neobsahuje fosforylacni mista (51).
CD163A (M130, dale v textu jen CD163) je kddovan genem na chromozomu 12p13. cd163 gen
obsahuje 17 exonu a 16 intront (57, 58).

CD163 obsahuje v extracelularni ¢asti 9 SRCR domén. Kazda doména je tvofena a-helixem
a Sesti B-skladanymi listy, pfi¢emz mezi patym a Sestym B-listem se nachazi smycka. Mezi SRCR
doménou 6 a 7 je interdoména oznaCovana také jako ,spacer”, ktera je kodovana exonem 9.
Interdoména je integralni soucéasti tzv. ,long range SRCR casette, kdy spolecné s 6
predchazejicimi doménami tvoii konzervovanou funkéni jednotku receptoru (40, 57, 58). Vyskytuje
se také u CD163B a WCL1 (59, 60). Diky alternativnimu sestfihu mRNA mohou vznikat ruzné
izoformy CD163 proteinu, které se lisi jak extracelularni, tak cytoplazmatickou ¢asti molekuly.
Délka cytoplazmatického konce se pohybuje v rozsahu 49 aminokyselin, coz je nejbézné&jsi ,.kratka”
forma, nebo v rozsahu 84 a 89 aminokyselin u ,,dlouhych” forem (40, 57, 58). Vsechny tii formy
proteinu piitom maji stejnou k cytoplazmatické membrané proximdalni ¢ast 42 aminokyselin na
intracelularnim konci molekuly (40). Tato oblast nese motiv YXXe¢ (pravdépodobné: Tyr-Arg-Glu-
Met) pro internalizaci ligandu. Substituce jediného tyrozinu YXX¢ motivu narusi schopnost
endocytozy (61). Cytoplazmaticka oblast molekuly je zodpovédna za aktivaci kinaz. Po pfemosténi
CD163 na glukokortikoidem stimulovanych makrofazich monoklonalni protilatkou (klon EDHu-1)
dochazi k jejich aktivaci a produkci cytokint IL-6, IL-1p a GM-CSF. Pfenos signalu je pfitom
zavisly na aktivité protein tyrozin kinazy (PTK), kterd mobilizuje intracelularni zdroje kalcia a vede
k tvorb¢ inositol trifosfatu (62). Signalizace se ucastni i serin/treonin kinazy, kasein kinaza II a
protein kindza C-a, které jsou asociovany s cytoplazmatickou ¢asti CD163 molekuly a jsou
nezbytné pro plnou produkci cytokint (63). Pfredpoklada se, ze se tento mechanismus uplatiiuje i pii
aktivaci receptoru ligandem — komplexem hemoglobinu (Hb) s haptoglobinem (Hp). Na druhou

stranu produkce téchto cytokint (pokud k ni opravdu dochazi) je z klinického nevyznamna, protoze
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pohlcovani hemoglobinu je proces, ktery nevede k zanétové odpovédi, a CD163 receptor funguje

hlavn¢ jako internaliza¢ni molekula aktivujici hemoxigenazu-1 (HO-1) (64, 65).

1.3.2 Exprese CD163

Kratka ptevazujici varianta CD163 se nachazi na povrchu buiiky, kdezto dlouhé formy jsou
lokalizovany ptevazné v Golgiho aparatu a v endosomech. Kratka forma ma nejvyssi endocytickou
aktivitu (61).

Exprese CD163 je vysokd na mikrofazich, v jatrech a sleziné v oblasti ¢ervené pulpy;
Vv téchto mistech kon¢i vétsina komplextt Hb-Hp (66, 67). Dulezitymi vychytavacimi buitkami jsou
ale i monocyty a jejich role je zfejma pii tkanovém krvaceni, kdy by jinak dochazelo k vyraznému
poskozeni v disledku piitomnosti volného hemoglobinu (68). Bazalni exprese CD163 na
monocytech je zvySend v pozdni fazi zanétu a je spojend s uvolnovanim protizanétovych produkti a
ukoncovanim prozanétové odpovédi (69). In vitro dochazi k zesileni exprese povrchového CD163
pfi diferenciaci izolovanych monocyti ve fagocytujici bunky za U¢inku M-CSF, zatimco pfi
diferenciaci v dendritické buniky pii pisobeni GM-CSF a IL-4 dochazi ke snizeni exprese CD163
(70). V promotorové oblasti cd163 genu se nachazeji ¢etné GRE (glucocorticoid-responsive
element), které maji za nasledek zvySeni exprese CD163 po podani dexametasonu nebo
metylprednisolonu (57). Snizeni exprese CD163 naopak souvisi s po¢atkem aktivace monocyti
ucinkem agonistii TLR nebo zavére¢nym utlumenim aktivace monocytd (63, 71).

Zatimco je ziejmé, ze LPS, resp. stimulace TLR4 je nasledovana odStépovanim povrchového
CD163 a tedy snizenim exprese, data o ucinku ligandu - hemoglobinu na expresi CD163 jsou
rozporuplna (72, 73). V experimentalnich podminkach u¢inkem LPS (ale také tfeba PMA) dochazi
k odstépeni povrchového CD163 metaloprotedzou, pravdépodobné TACE, ,,TNF-o converting
enzyme* nebo-li ADAMI17, ktery je rovnéZz zodpovédny za uvoliiovani TNF-a z LPS aktivovanych
bunék (74-76). Hladina solubilniho CD163 (sCD163) tedy negativné koreluje s povrchovou expresi
CD163 na monocytech a je nezavisla na poc¢tu monocytt (77). SCD163 je schopen vazby na Hb-Hp.
Navic byla prokazana vazba mezi sCD163 a myozinem typu A na T lymfocytech (78). Ptestoze
zvysena hladina sCD163 provazi rtizna zanétova onemocnéni, viz nize, paradoxné¢ ma solubilni
receptor na T lymfocyty inhibi¢ni efekt — zabranuje jejich aktivaci a proliferaci — a je v tomto
ptipad€ mozné jej povazovat za soucast protizanétového mechanismu odpovedi (79, 80).

Hodnoty solubilniho CD163 jsou zvyseny u obéznich lidi a diabetikti (81). Protoze exprese
CD163 je lokalizovana na buiitky monocyto-makrofagové linie, da se predpokladat, Ze tyto builky
budou onemocnénim zasadné ovlivnény. Vzhledem k tomu, Ze obezita je nezavislym rizikovym

faktorem pro vznik ateroskler6zy a makrofagy hraji dulezitou roli v progresi aterosklerotickeho
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platu, je pravdépodobna i Uloha sCD163 v ateroskleroze (82, 83). Navic je sCD163 spojovan
s inzulinovou rezistenci a mize se v budoucnu stat, ze bude pouzivan spole¢né s ostatnimi markery,
napt. CRP a triglyceridy, pro zjisténi rizika onemocnéni cukrovkou typu II (84).

Bylo zjisténo, ze se CD163 exprimovany na makrofazich vaze na dosud neznamy ligand na
erytrocytyech a podporuje tak rist a piezivani erytrocytu (85). U diabetikti dochazi v periferni krvi
k posunu ve prospéch monocytli exprimujicich M1 znaky, tj. prozanétové markery jako je TNF-a a
IL-6, zatimco exprese protizanétovych markertt M2 populace (IL-10, CD163) je snizena. Lze proto
piedpokladat, ze u diabetikii bude snizena exprese CD163 podpoiena zvySenym odStépovani
CD163 zpovrchu makrofagli nepfiznivé ovliviiovat extramedularni erytropoézu. Vzhledem
k hyperglykémii a nasledné hypoxii v renalnim intersticiu u diabetiki by mélo dochazet k zvySené
produkci erytropoetinu. Nicméné hyperglykémie interferuje s funkci HIF-1a, jehoZ exprese se jinak
V hypoxickém prostfedi zvySuje. Degradace HIF-la je pravdépodobné pii¢inou negativniho
ovlivnéni produkce erytropoetinu peritubularnimi fibroblasty. Protoze ledviny jsou v dospélosti
hlavnim mistem produkce erytropoetinu, tento deficit doplnény dal$imi patologickymi mechanismy
jako je nizka exprese CD163 bude vést k anémii typické pro uréité procento pacienti s diabetem
(86).

Solubilni CD163 byl nalezen ve vysokych hodnotach také u septickych pacientl a pacienti
s onemocnénim jater, pfitom vysoka hladina byla markerem neptiznivé prognozy (87, 88). Jestli
samotny solubilni protein CD163 ma prozanétovou funkci a jakym zpusobem ji vykonava, neni
znamo. Jednou z moznosti je, ze sCD163 muze fungovat jako opsonin bakteridlnich bunék.
K odstépeni receptoru dochazi za u¢inku stejné metaloprotedzy, kterd vede k uvoliiovani TNF-a, Ize
proto sSCD163 povazovat za nepfimy indikator mnoZstvi sekretovaného TNF-a diky tomu i za
prozanétovy marker. Myslenku sCD163 jako prozanétového markeru podporuje rovnéz fakt, Ze
odstépovani CD163 z povrchu monocyti/makrofagh snizuje ulohu téchto bun&k v protizdnétové
odpovédi. Nabizi se tedy otazka, zda sCD163 neni spolehlivéjsi ukazatel zanétu nez TNF-a. TNF-a
sekrece je totiz zpravidla lokalni a navic je buiikami rychle vychytavan. Navic se Ize domnivat, ze
ucinnéjsi nez protilatky namifené proti TNF-a nebo solubilni receptory pro TNF-a, které jsou
pouzivane k 1é¢b¢é onemocnéni jako revmatoidni artritida nebo Crohnova choroba, budou specifické
inhibitory TACE (ADAM17). Takové inhibitory zaroven povedou k podpote protizanétové funkce
monocyti/makrofagl a je pravdépodobna jejich vyuzitelnost u SirSiho spektra chorob, kde TNF-a a

nasledné¢ ovlivnéné proteiny maji negativni dopad na onemocnéni.
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1.3.3 Charakteristika hemoglobinu a haptoglobinu

Hemoglobin je metaloprotein obsahujici hem B jako prostetickou skupinu tvoienou iontem
zeleza v porfyrinovém kruhu. Funkce hemoglobinu je umoznéna sterickym uspofadanim
globinovych jednotek a v blizkosti skupiny hemu piitomného histidinového zbytku, ktery zménou
naboje ovliviiuje vazbu kysliku (89, 90). Casti hemoglobinu, ktera interaguje s CD163 a umoziuje
vytvoieni komplexu receptor-ligand, je P2-fetézec. Naproti tomu na a-fetézci hemoglobinu se
nachazeji Hp-vazebna mista a tak je dulezity pro vytvoieni komplexu Hb-Hp (91, 92). Vazba Hb-
Hp je ireverzibilni a vytvoreni komplexu je nezbytné pro ochranu hemoglobinové molekuly pfed
oxidativnim u¢inkem H,0,, ktery oxiduje P-fetézec a zamezuje nasledné vazbé volného
oxidovaného hemoglobinu na CD163 receptor. Piitomnost haptoglobinu je tedy mimoiadné dilezita
pii zanétovém procesu, kdy dochazi k oxidativnimu vzplanuti neutrofild a monocyti a k produkci
H,0, a nasledné kyslikovych radikala (93). Peroxidace hemoglobinu vede ke vzniku radikélu, jeho
difGzi a oxidaci aminokyselin, viz nize. Kromé toho hemoglobin vykazuje i pseudoperoxidazovou
(autoperoxidazovou) aktivitu, kdy se spontanné oxiduje Zeleznaty ion na zZelezity a pak zeleziCity za
soucasného vzniku proteinového radikalu v nepfitomnosti antioxidanti — superoxid dismutazy a
katalazy (93, 94).

1) Hb (Fe*") + H,0, — Hb (Fe** = 0%) + H,0
2) Hb (Fe**) + Hb (Fe** = 0*) + H" — Hb (Fe*") + OH™
3) Hb (Fe**) + H,0, — Hb * (Fe* = 0*) + H,0

Volny hemoglobin a hem nejen Ze poskozuji napf. plazmatické proteiny a endotelialni buiiky,
ale hemoglobin je také schopny vychytavat NO, ktery je dilezitym vazodilatitorem a jeho
nepfitomnost vede k plicni hypertenzi a pravostrannému srdeénimu selhani (95, 96). U obéznich
pacientd je nejen zvysena koncentrace sCD163, ale dochazi také ke glykaci hemoglobinu. Takovy
hemoglobin si uchovava vysokou oxidaéni aktivitu a vazba s haptoglobinem neni protektivni (97).
Glykosylovany hemoglobin pak oxiduje proteiny jako napt. LDL. Praktickym disledkem je rozvoj
aterosklerotického platu s obsahem oxLLDL, ktery je vyrazné rychlejsi u diabetikl tim spiSe, ze maji
obrat erytrocytt v krvi zvyseny (98-100).

Haptoglobin je protein akutni faze, jehoz exprese je zvySovana glukokortikoidy a IL-6 (101).
Haptoglobin sice zvySuje afinitu vazby hemoglobinu na CD163, ale hlavni funkci haptoglobinu je
chranit hemoglobin pted oxidativnim poskozenim.

Gen pro lidsky Hp je lokalizovan na 16922 (102). Hlavnim zdrojem jsou jatra, ale také ledviny,
slezina nebo thymus produkuji Hp (103, 104). V duasledku existence dvou alel hpl a hp2, z nichz
hp2 vznikla duplikaci hpl, existuji v lidské populaci tfi fenotypy Hp1-1, Hp2-2 a Hp2-1 (102, 105).

Hp je tvofeny a a B-fetézci a polymorfismus se tyka pravé o fetézce. B-fetézec, ktery je vice
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konzervovanou casti Hp a je si mezi riznymi druhy Zivocichti podobny, nese doménu homologni
k serinovym protedazdm (106). Na rozdil od serinovych proteaz vSak B-fetézci chybi katalytické
misto (107). Sekvence zodpovédné za vazbu Hb se nachazi na B-fetézci, ktery nese na povrch
exponované smycky (97, 108). B-fetézec je navic zodpovédny za vysoce afinni vazbu komplexu
Hb-Hp na CD163 (109). Oba fetézce, a a P, v ptipadé¢ Hpl-1 vytvaieji dimer (af),, kde jsou
jednotky spojeny pies cystein 33 v a-fetézci (107). Intragenova duplikce zahrnovala hpl cystein
ucastnici se vytvofeni disulfidické vazby mezi a fetézci, nasledkem c¢ehoz Hp2-2 a Hp2-1 tvoii
rizné multimery (110). Tento fakt je velmi dulezity pro vazbu Hb-Hp/CD163, odstranovani
komplext a rychlost recyklace receptoru CD163 (97). Zatimco CD163 vaze komplex Hb-(Hp2-2)
s mnohem vys§i afinitou nez Hb-(Hpl-1), samotny Hp, at’ Hpl-1 nebo Hp2-2, neni receptorem
vazan vibec (99).

U obéznich pacienti typ alely pro haptoglobin hraje zasadni roli v pribéhu onemocnéni.
Clearance Hb v ptitomnosti Hp2 je pomalejsi a disledky oxidace vyznamné&jsi (111).

Vzhledem k zvysené hladiné sCD163 provazejici néktera onemocnéni, byla zkoumana moznost
vazby mezi sCD163 a komplexem Hb-Hp. Bylo potvrzeno, ze Hb-Hp je schopen vazby s sCD163,
nicméné afinita je slabsi nez v pfipadé membranového CD163, a vytvoifeny komplex snadno

disociuje (112). Predpoklada se, ze cely komplex véetné sCD163 muize byt endocytovan.

CD163 receptor je schopen rozpoznavat a internalizovat i modifikované typy hemoglobinové
molekuly napt. aa-DBBF Hb, ktery na rozdil od hemoglobinu nedisociuje na aff dimery a zlstava
tetrametrem diky kovalentni vazb&é mezi a-fetézci. ao-DBBF Hb vytvaii komplex s haptoglobinem
jen minimalné, pfesto je internalizovan receptorem CD163 u¢innéji nez volny hemoglobin a rovnéz
indukuje expresi HO-1 (92). Tento mechanismus naznacuje, ze odstranovany budou jen takové
pozménéné molekuly hemoglobinu, které budou mit zachovany vazebnd mista pro CD163 na 2-

fetézci.

1.3.4 Funkce CD163

Po vazbé Hb-Hp na CD163 dochéazi k internalizaci komplexu, pficemz rychlost ostranovani
Hb-Hp z plazmy je uméma mnozstvi exprimovaného povrchového receptoru (113). Zvyseni
exprese CD163 ucinkem glukokortikoidl vede i ke zvyseni internalizovaného Hb-Hp (113). Vazba
CD163/Hb-Hp je vysoce afinni, nicméné pii primarni nepiitomnosti, napf. pii anhaptoglobinemii
(hp0-hp0 genotyp), nebo vyCerpani haptoglobinu v plazmé anebo hemolytické anémii, neni
ptitomnost volného hemoglobinu letalni (114, 115). K jeho odstranéni dochazi nizce afinni vazbou

na CD163. Napi. pfi stavech, které jsou provazeny hemolyzou, jako je tfeba pouZziti mimotélniho

-13-



ob¢hu, je funkce piijmu hemoglobinu bifazicka. Pfednostné je vazan komplex Hb-Hp, po vyCerpani
haptoglobinu také samotny hemoglobin, avSak s mensi u¢innosti. Pro vazbu receptoru s ligandem je
vzdy dilezita piitomnost Ca** iontl (68, 73). Podobné jako pii internalizaci Hb-Hp, dochazi i pii
internalizaci volného hemoglobinu k indukci exprese mRNA pro HO-1 (92). Exprese HO-1 je
ovSem indukovéna i volnou molekulou hemu, kterd prochazi membranou buiky na CD163
receptoru nezavislym mechanismem, patrn¢ za ti¢asti hemopexinu a CD91/LRP (116). HO-1 je tedy
produkovana jak CD163", tak CD163" buiikami (92). Je ziejmé, Ze hemem indukované exprese HO-
1 je pfizpusobenim se chemicko-fyzikalnim vlastnostem hemoglobinové molekuly, ze které je hem
pomérné rychle samovolné uvoliiovan (neoxidovany Hb, 16 min.) (93). Zajimavy je fakt, Ze se také
modifikované typy hemoglobinu (met-Hb a CN-met-Hb) vazi na CD163 receptor a jejich
internalizace rovnéz vede k expresi HO-1, prestoze napf. hem v molekule CN-met-Hb je
ireverzibilné blokovan kyanidovym iontem (92). Tyto jevy naznacuji, Ze je exprese HO-1 fizena
nezavislymi mechanismy souvisejicimi s ochranou ptfed volnym hemoglobinem a hemem pfii
hemolyze. Zaroven je vSak vyloucena draha, které se ucastni glutation a ktera vede k indukci HO-1,
enzymu spojenému s oxidativnim stresem, protoZe aktivace HO-1 komplexem Hb-Hp nebo volnym
hemoglobinem nevede k depleci glutationu (65, 117).

Po endocyt6ze dochazi k degradaci ligandu a regeneraci receptoru CD163. Recyklace hemu se
ucastni HCP-1 (heme-carrier protein). HCP-1 byl ptvodné identifikovan v duodenalnich
enterocytech, kde se spole¢né s dalSimi proteiny Gcastni transportu zeleza (118). Podobné jako
CD163 je také exprese HCP-1 regulovana TLR agonisty, které expresi snizuji, a glukokortikoidy,
které ji naopak zvysuji (119).

V makrofazich po internalizaci komplexu CD163/ligand HCP-1 transportuje hemoglobin
z endozomu do cytoplazmy, kde je v oblasti ER lokalizovand HO-1 (119, 120). Promotorova oblast
genu pro HO-1 nenese ,glucocorticoid response elements” a jeji exprese neni zvySovana
glukokortikoidy na rozdil od HO-2, CD163 a HCP-1 (58, 121). Zatimco HO-2 je exprimovana
konstitutivné¢, HO-1 je inducibilni enzym a promotor ho-1 obsahuje celou fadu elementi
ovlivnénych oxidativnim, tepelnym nebo energetickym stresem (117, 122-124). Hemoglobin je
hemoxigendzou-1 rozlozen na biliverdin, oxid uhelnaty a Zeleznaty kation (125). Donorem
elektronu pro reakci je NADPH-cytochrom P-450 reduktaza (122). Biliverdin je v dalSich krocich
enzymem biliverdin reduktazou pfeménén na bilirubin (126).

Kromé Hb jsou CD163 receptorem rozpoznavany i struktury na Gram-pozitivnich i Gram-
negativnich bakteridlnich bunkach a erytrocytech. Na rozdil od vazby Hb-Hp, za kterou je
zodpovédna SRCR doména 3, vazby s erytrocyty a bakterialnimi bunikami se ucastni doména 2
(CD163p2) a kvazb¢é neni potieba iontd vapniku (85, 127, 128). Zatimco adheze CD163

K erytrocytim souvisi s erytropoézou, rozpoznani bakterialnich bunék pomoci CD163 vede
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k produkci TNF-o. u monocyti a CD163-THP-1 linie. Konkrétni antigen, na ktery se na
erytrocytech nebo bakterialnich buiikach vaze CD163, vSak neni znam (85, 128). TWEAK, ,,TNF-
like weak inducer of apoptosis*, je pravdépodobné dalsim ligandem receptoru CD163. TWEAK je z
plazmy vychytavan receptorem, a tak s komplexem Hb-Hp kompetuje o vazebna mista na CD163.
Hb-Hp a TWEAK sdileji uré¢ité podobnosti v sekvenci aminokyselin; tim muze byt vysvétleno

rozpoznavani TWEAK receptorem CD163. Po vazb¢ je TWEAK internalizovan (129, 130).

1.4 FcyRI (CD64), vysoce afinni receptor 1 pro Fc fragment IgG
1.4.1 Charakteristika FcyRI

U c¢loveka se vyskytuji tii receptory s riznou afinitou pro Fc fragment 1gG. Dva z nich,
FcyRII (CD32) a FcyRIII (CD16), vazou Fc fragment s niz$i afinitou, zatimco FcyRI (CD64) je
vysoce afinni receptor pro IgG. Geny pro FcyR se nachazeji na chromozomu 1q23-24 (131-133).
Samotny fcyrl gen byl izolovan a popsan vr. 1991. Gen kodujici silné glykosylovany protein o
velikosti 72 kDa je tvofen Sesti exony (134, 135). Exon tfi, ¢tyfi a pét (EC1, EC2, EC3) koduji
extracelularni ,,Ig-like* domény, které tento protein fadi do imunoglobulinové nadrodiny (136).
Zatimco FcyRI obsahuje tfi ,,Ig-like* domény, FcyRII a FcyRIII obsahuji jen po dvou doménach
(135).

Posledni exon koduje transmembranovou ¢ast a kratky cytoplazmaticky konec. Exon jedna a
dva (S1 a S2) kéduji leader sekvenci. Exon dva pak obsahuje také misto pro $tépeni endopeptidazou
(135).

Pro FcyRI existuji tfi rizné, ale vzajemné si velmi podobné geny (> 98% v sekvenci
nukleotidil), které zfejmé vznikly genovou duplikaci. VySe popsand struktura plati pro gen A. U
genu B a C je v patém exonu (EC3) umistén stop kodon naznacujici moznou existenci sekretované
formy FcyRI, ktera neobsahujie tieti ,,Ig-like* doménu (137). Rozdily v sekvenci nukleotidl se
vramci feyrl gen nachazeji i v EC2 (138). Protoze vysoké afinity vazby FcyRI-A a IgG je
dosazeno specifickou interakci mezi doménou dva a doménou tii za podptrné role prvni domény,
produkty gent fcyrl -B a -C budou piedstavovat nizce afinni receptory (139).

fcyrl DNA obsahuje dvé mista, ze kterych probiha transkripce. Druhé misto je vyuZzivano
v ptitomnosti IFNy; v disledku této vlastnosti byvaji v buitkach stimulovanych interferonem
ptitomny dvé rizné fcyrl mRNA (1,7 a 1,6 kb) jako produkt jediného genu. Kromé ,.ifny response*
elementu se u vSech tfi fcyrl gen v promotorové oblasti nalézd také ,,glucocorticoid response

element consensus* sekvence (140).
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Na chromozomu 1g23 je umistén gen pro y-fetézec, ktery je funkEné asociovany s o-
fetézcem FcyRI. Protein je podobny CD3 {-podjednotce, jejiz gen je lokalizovany ve stejné oblasti
na prvnim chromozomu, a s nejvys$si pravdépodobnosti geny vznikly genovou duplikaci (141, 142).
y-fetézec je sdilen i dalSimi Fc receptory jako rozSifeny mechanismus signalni transdukce.
Stechiometrie vazby v piipadé FcyRI je ay2. y-fetézec nese v intracelularni ¢asti molekuly
»tyrosine activation motif* (ITAM) fosforylovany Src kinazou a je tedy je zodpovédny za pienos
signalu po aktivaci FcyRI a naslednou fagocytozu. Piesto pii fagocytéze nemusi byt pfitomnost y-
fetézce klicova. Je-1i v lipidovych raftech FcyRI kolokalizovan s FcyRIla (CD32), neni nutny -
fetézec, fagocytoza je zprostfedkovana FcyRIla, ktery nese v cytoplazmatické casti tyrosinovy
motiv schopny downstream signalizace (143, 144). Piestoze neptitomnost tyrozinového aktivaéniho
motivu obvykle vede k inhibici fagocyt6zy, neni ovlivnéna schopnost endocytovat imunokomplexy
a vytvafet pseudopodia (145-148). Schopnost fagocytozy je kvantitativné ovlivnéna i zkracenim
cytoplazmatické Casti a-fetézce, ktera je jinak konstitutivné fosforylovana (147-149). Chybéni a-
fetézce u makrofagovych bunék navic zabranuje produkci IL-6 jinak spojené s aktivaci FcyRI. Po
aktivaci FcyRI totiz dochazi k defosforylaci konstitutivné fosforylovaného a-fetézce, piicemz
nejdilezitejsi je defosforylace Ctyt serinovych rezidui; inhibice jejich defosforylace ma stejny efekt

jako delece cytoplazmatické ¢asti a-fetézce (149).

1.4.2 Exprese FcyRI

Konstitutivné je FcyRI exprimovan na buitkich monocyto-makrofagové linie, jeho exprese
je zvySena podanim IFN-y a pfi diferenciaci monocytu (150, 151). IL-10 rovnéz zvySuje expresi
FcRI na monocytech, zatimco u neutrofild podobny efekt nema (151, 152). Za podminek, kdy
neprobihd zanét, je bazalni exprese FcyRI na neutrofilech velmi nizka. Inducibilni FcyRI se
vyskytuje na neutrofilech po stimulaci IFN-y, aniz by byla ovlivnéna exprese receptori FcyRII a
FcyRINI (153). FcyRI je na neutrofilech silné indukovan také v pfitomnosti G-CSF a jeho exprese
koreluje se zvySenou cytotoxicitou téchto bunck. Jak IFN-y, tak G-CSF prodluzuji Zivotnost
neutrofild a udrzuji je ve funkéné aktivnim stavu (154). Efekt IFN-y a G-CSF na zvyseni exprese
FcyRI byl pozorovan in vitro i in vivo (153, 155-157). Naopak, kortikosteroidy maji inhibi¢ni vliv
jak na expresi receptoru, tak na indukci fagocytézy a cytotoxicity (153). FcyRI je exprimovan i v
nékterych populacich dendritickych bundk. Jednd se o CD33"" CD14" HLA-DR™™ CD83" i
CD83" dendritické buiiky a buiiky indukované z monocytii pomoci GM-CSF a IL-4 a stimulované
IFN-y. U téchto bun€k FcyRI spolecné s FcyRII umozituje schopnost fagocytovat, 1 kdyz do mensi
miry, nez je tomu u monocytt (158). Od monocytli odvozené dendritické buiky exprimujici FcyRI

mohou po stimulaci receptoru Fey hrat roli v indukci autoreaktivnich T lymfocytt (159).
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Jak FcyRI, tak FcRII jsou exprimovany na endotelialnich bunkach (160). Z této skute¢nosti
vyplyva mozna role CRP v ateroskler6ze nebo pii trombotické udalosti. Bylo prokézéano, ze
ptiblizn¢ 50 % CRP je endotelialnimi bunkami po vazbé na FcyRI a FcyRII internalizovano (160).
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 (160, 161). Navic CRP pies
FcyRI/IT na monocytech zvysuje expresi CD11b a vylepsuje tak naslednou adhezi na endotelidlni
bunky (162). Protoze CRP vaze také oxLDL, v ptipadé monocytii se CRP pies FcyRIU/II a
vychytavaci receptory (SR-A a LOX-1) podili na vzniku pénovych bunék (163-166).

1.4.3 Charakteristika ligandi

Na rozdil od FcyRII a FeyRIIL, které tvoii vazbu s komplexy protilatek IgG, lidsky FcyRI
vaze, sestupnou afinitou podle poradi, monomerni IgG1, IgG3 a IgG4 a také mysi IgG2a a IgG3
(detailn¢ v Biology of Human Immunoglobulin G Fc Receptors (167)). Proto také zna¢na cast
vyzkumu tykajiciho se lidského FcyRI byla provadéna na mys$im modelu, za pouziti mysiho
monomerniho 1gG2a (139).

Za vazbu na receptor odpovida pouze tézky fetézec v Fc ¢asti protilatkové molekuly (168).
Sila vazby mezi FcyRI a protilatkou je ovlivnéna stupném glykosylace protilatkové molekuly a
protoze se FcyRI ucastni protilatkami zprostfedkované bunééné cytotoxicity (ADCC), je i tento
mechanismus zesilen, nebo oslaben v zavislosti na afinité vazby FcyRI-IgG. Lze pfedpokladat, ze
také ostatni funkce, jako tieba schopnost fagocytdzy, budou pozménény v navaznosti na stupef
glykosylace protilatkové molekuly (169). Funkce FcyRI je ovliviiovana jak piimo — ligandem nebo
samotnym receptorovym komplexem, tak sekundarné jako tfeba stimulaci specifickych receptorti.
Ptikladem je nepfitomnost y-fetézce, kterd ma negativni dopad na schopnost ADCC, zatimco
stimulace TLR pozitivné ovlivituje jak cytotoxicitu, tak fagocytozu (170). Konkrétné stimulace
TLR4 vede k zvysené schopnosti fagocytdozy podobné jako stimulace TLR7/8 a TLR9 zvysuje
schopnost ADCC (171-173). C-reaktivni protein piedstavuje dalsi ligand FcyRI. Bunky nesouci
FcyRI a FcyRII (za soucCastné exprese y-fetézce) tak budou vazat a fagocytovat castice
opsonizované nejen protilatkou I1gG1l, ale také CRP (143, 174). Pentamerni struktura CRP
interaguje svou B ¢asti s ionty vapniku, A ¢ast pak vaze FcyRI nebo FcyRII a ligandy, kterymi jsou
monofosfatové estery jako fosfocholin a od n€j odvozeny fosfatidylcholin. Dal§im ligandem CRP je
Clq slozka spousté&jici nasledné po své aktivaci komplementovou kaskadu. CRP funguje tedy jako
opsonin, kdy za ucasti Ca®" ionti vaze fosfocholin pritomny v malé mife v bun&énych stdnach

rozmanitych mikroorganismu (175).
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Kromé IgG a CRP je ziejm¢ dal$im ligandem FcyRI OmpA Escherichia coli K1. Piestoze
FcyRI spoleéné s CRP zajistuji ochranu pfed mikroorganismy, v piipadé E. coli K1 baktérie

vyuziva a-podjednotky pro vstup a nasledné mnozeni v makrofagové bunce (176, 177).

1.4.4 Funkce liganda FcyRl a signalizace

CRP se podili nejen na protimikrobialni odpovédi, ale také na odstranovani nefunkénich
bunék. Antimikrobialni odpovéd’ je umoznéna interakci CRP s fosfocholinovymi skupinami
kyseliny teichoové a lipoteichoové, které jsou strukturnimi komponentami bunéfné stény
Streptococcus pneumoniae (178), a lipofosfoglykanem na povrchu metacyklickych Leishmania
donovani (179). CRP se rovnéz vaze na fosfatidylcholin (pouze oxidovanou formu), Ktery je ve
vétsi mife exprimovan na povrchu apoptotickych ¢i nekrotickych Zivoc¢isnych bunék (163, 180-
182). Ty jsou pak za spoluprace fagocytujicich bunék exprimujicich FcyRI a FcyRII odstranovany.
CRP se tak spolecné FcyRI a FcyRII podili na likvidaci umirajicich a mrtvych bunék, aniz by
dochézelo k aktivaci imunitniho systému (183).

Role CRP a FcyRI/ FcyRII byla popsana i u autoimunitnich onemocnéni a pii septickém
Soku, kdy spravné nacasovand piitomnost a kvantita CRP a receptoru zajistuje ochranu a miize
zvratit jinak negativni pribéh obou procest (178, 184-188). Princip pravdépodobné spociva
v indukci exprese IL-10, ktery je spoleéné s dalsimi cytokiny (IL-6, TNF- o, IL-1B) po stimulaci
CRP s LPS (nebo ptimo koloniemi zivych baktérii) produkovan monocyto-makrofagovymi
bunkami (176, 186). Zatimco odpovéd” TNF-a a IL-1B je viceméné linearni, koncentrace I1L-10 a
IL-6 nardstd mnohem rychleji pfi nizkych davkach LPS. Odpovéd vedouci k produkci kopiruje
logaritmickou funkci; to do jisté miry mize vysvétlit, pro¢ 1ze CRP spolu s FcyRI/II povaZovat také
za soucast antiinflamatorniho mechanismu, piestoze dochazi k soucasné produkci TNF-a. IL-10,
IL-1B a IL-1RA jsou ve vyznamném mnoZzstvi produkovany rovnéz pfi stimulaci samotnym CRP
bez piitomnosti LPS (176). Jak bylo ukazano na KO mysich, zvyseni IL-10 ptimo zavisi na expresi
y-fetézce. Chybi-li y-fetézec, k produkci interleukinu nedochazi (189).

Nejen monocytova fada je aktivovana CRP, ale 1 neutrofily jsou ovlivnény ptitomnosti CRP
rozpoznaného FcyRI. Zatimco se CRP-FcyRI podili na chemotaxi a zvySené adhezi monocytl, u
neutrofild inhibuje chemotaxi indukovanou IL-8 a snizuje i schopnost adheze (190, 191). Tento
efekt je dalezity pfi zabranéni agregace neutrofild v disledku aktivace desti¢ek (192). Pisobenim
CRP dochazi i k inhibici respira¢niho vzplanuti, piestoze pfemosténi FcyRI protilatkou ptisobi na
neutrofily pravé opacné (191, 193). Na zprostiedkovani rozpoznavaciho signalu u neutrofila se
ziejmeé podili nejen FcyRI a FcyRlla, ale i klastrovany FeyRIIIb (CD16b) rekrutujici FcyRIla, jehoz
cytoplazmaticka ¢ast nese ITAM a odpovida za prenos signalu (191, 194). Jina studie uvadi podil y-
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fetézce FcyRIlla (CD16a) na indukci fagocytdozy po stimulaci FcyRI (195). Do signalizace po
aktivaci receptoru je zapojend fosfatidylinositol-3 kindza i mitogen-aktivovana protein kinaza
(191). Fcy receptory, které jsou prostiednikem mezi CRP a funkci vykonavajici buikou, tak
zéasadnim zpusobem spojuji humoralni a vrozenou imunitu.

Podobné jako vazba CRP i vazba protilatky na lidsky FcyRI vede k produkci TNF-o a IL-6
(196). Obecné jsou Fc receptory zodpovédné za dlouhou Zivotnost protilatek, které nenavazané by
jinak byly rychle odstranény (197). Zajimavym faktem je, Ze ptitomnost Fc ¢asti imunoglobulinové
molekuly je dostacujici nejen pro vazbu na receptor FcR, ale i pro vazbu na neonatélni Fc receptor
(FcRn) ataké pro navazani Clq slozky komplementu (198, 199). Tohoto faktu se vyuziva ke
konstruovani Fc variant se zvySenou schopnosti vazby komplementu za ucelem odstranéni

nadorovych nebo patogenem infikovanych bunék (200).

1.5 Toll-like receptor 2 (TLR2) a Toll-like receptor 4 (TLR4)
1.5.1 Charakteristika TLR2 a TLR4 a signalizace

Toll-like receptory (TLR) patii do skupiny ,,pattern recognition receptorii, PRR, kam jsou
fazeny naptiklad vychytavaci a lektinové receptory, pentraxiny, ,,NOD-like* receptory (NLR) a
,»,RIG-I-like* receptory (RLR). PRR jsou schopny rozpoznéavat mikrobialni a virové struktury. Tyto
proteiny mohou fungovat jako opsoniny a iniciovat komplement, indukovat fagocytézu nebo
koagula¢ni kaskddu a zabranit tak Sifeni patogena v organismu. PPR také obvykle spoustéji
signalni drahy vedouci k protivirové a protimikrobialni odpovédi (201, 202). Komplementéarni
struktury rozpoznavané receptory pak C.A. Janeway Jr. v r. 1989 pojmenoval ,,pathogen-associated
molecular patterns”, PAMP (203). Jedna se o evoluéné konzervové mikrobidlni vzory vlastni
mikroorganismtm a virGm. Pfi interakcich s hostitelem, jsou tyto vzory odlisné od molekularnich
struktur hostitele a jsou rozpoznavany jako ,non-self a ,danger signal“ (204, 205). PRR
pravdépodobné rozpoznavaji také endogenni molekuly charakteristicke pro hostitele. Tyto molekuly
jsou zpravidla uvoliovany pii setkani s mikroorganismy a slouzi jako zesilené signaly nebezpeci
(206). Jsou oznacovany jako ,,damage-associated molecular patterns*, DAMP. Do této skupiny jsou
fazeny napft. oligosacharidy kyseliny hyaluronové, proteiny tepelného Soku (Hsp), nékteré alarminy,
fibrinogen a mnoho dalsich.

TLR2 je kédovan genem umisténym na chromozomu 4932. Gen se sestava ze dvou
nekodujicich exonll nasledovanych kédujicim exonem. U monocytl je znam alternativni sestiih
exonu Il (207). Gen pro TLR4 se nachazi na chromozému 9q33.1 a je tvofen ¢tyfmi exony. Pouze

kombinace exont I, II, IV vytvaii funkéni protein (208).
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Toll receptory (TR) byly objeveny na konci 80. let jako proteiny vazajici endogenni ligand
Spétzle a urcujici tak dorzoventralni polaritu embrya Drosophila melanogaster (209-211). Pozdg&ji
bylo zjisténo, ze TR jsou soucasti vrozené imunity a Gcastni se protimikrobialni odpovéedi aktivaci
,,dorsal immunity factor*, DIF, transaktivatoru homolognimu k sav¢imu NF-xB (212). Dosud bylo
popsano devét raznych typu Toll receptori u drozofily (213). Toll receptorim podobné struktury
byly objeveny i u savct a dalSich zivo¢iSnych druhti (204, 214). Sav¢i obdoba Toll byla
pojmenovana Toll-like receptory, TLR a vibec prvnim objevenym receptorem byl TLR4 (204).
TLR maji nezastupitelnou tlohu v odpovédi vrozené imunity na mikrobialni podnét. Tyto receptory
jsou v bunce lokalizovany jak na cytoplazmatické membrang, tak endosomalnich strukturach
v cytoplazmé. TLR obsahuji nékolik tandemoveé umisténych leucind, ,,leucine rich repeats”, LRR,
v extracelularni ¢asti molekuly (215, 216). Piitomnost LRR fadi TLR do LRR rodiny, ktera ¢ita
vice nez 6000 proteind a je charakterizovana konzervovanym motivem obsahujicim LxxLxLxxN,
kde x je jakakoliv aminokyselina a L je leucin, izoleucin, prolin nebo fenylalanin. N pak znaci
asparagin, treonin, cystein nebo serin (217, 218). Rodina LRR proteintl je zna¢né rozsahla a nejenze
se tyto proteiny vyskytuji u eukaryot a prokaryot, ale jsou také soucasti virovych ¢astic a organismi
fise Archaea. Podle sekvence aminokyselin a struktury rozliSujeme sedm podttid LRR: ,typické®,
,RI-like (ribonuclease inhibitor-like)“, ,,CC (cysteine containing)“, ,,PS (plant specific), ,,SDS22-
like (SDS22"-protein like)*, ,,bakteridlni“ a ,, TpLRR (Treponema pallidum LRR)* (215, 219, 220).
Obecné vsak diky konzervovanym sekvencnim vzorim v LRR maji vSechny LRR proteiny
podkovovitou strukturu (221). Samotné LRR pfitom slouZi jako ,,protein recognition motif* pro
rozpoznani a interakci proteini (220). LRR tvoii moduly (,,repeat numbers®). Kratké molekuly
mohou obsahovat pouhé tfi moduly, zatimco u dlouhych molekul se objevuje az 40 modult; kazdy
z modult se sklada z 20-30 aminokyselin (219, 220).

TLR jsou ,,typické“ LRR proteiny, které nesou 16-28 moduld obsahujicich 24 aminokyselin:
XLXXLXXLXLXXNXLXXLPxxxFx (215). Extracelularni ¢ast molekuly ma podkovovitou strukturu, ve
které jsou hydroféobni LRR umistény v konkavni oblasti tvotené p-listy (219, 220, 222).
Ektodoména TLR2, TLR4 a TLR1 se li8i od ostatnich TLR receptorii. Je mozné ji rozdé€lit na tfi
odli$né ¢asti — N-terminalni, centralni a C-terminalni subdoménu. Zatimco N-terminalni subdoména
odpovida ostatnim TLR, centrélni a C-terminalni subdoména nese rizny pocet aminokyselin. Navic
struktura a-helixt tvoficich konvexni €ast podkovy obsahuje naruSené zebiiky asparagini, které
jinak vytvafenim vodikovych vazeb molekulu stabilizuji. (20-33) Tyto strukturni anomalie
prispivaji k biologickym vlastnostem TLR2 a TLR4, jez souviseji s rozpoznanim ligandl a vazbou
koreceptorti (223, 224). Po kratké transmembranové casti receptoru nasleduje cytoplazmaticky
konec molekuly, ktery odpovida za signalni transdukci po identifikaci PPR. Cytoplazmaticky konec

sdili vyraznou homologii s intracelularni ¢asti IL-1R. Tato homologie fadi TLR, IL-1R a IL-18R do
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spole¢né nadrodiny receptori: homologni oblast je ozna¢ovana jako TIR (Toll/Interleukin-1
receptor) doména, je tvoiena ~200 aminokyselinami, jejichZz konzervované ¢asti vytvaieji 3 boxy
(225). Interakce TIR domén proteint je trojiho typu. ,,A rozhrani“ je vlastni oligomerizujicim TIR
doménam receptort po interakci s ligandem. ,,R rozhrani* zprostiedkuje oligomerizaci TIR domén
adaptorového proteinu MyD88 (nebo homologu CG2078 u drozofily) pravdépodobné usnadnénou
interakci DD domén. ,,S rozhrani“ zajist'uje dimerizaci TIR domény receptoru a adaptoru (226-
228). Mezi ruznymi TIR doménami je 20-30 % shody v sekvenci aminokyselin. TIR doména je
tvofena 5 centralnimi B-listy a obklopujicimi a-helixy, které jsou vzajemné spojeny smyckami. BB-
smycka mezi druhym B-listem a druhym a-helixem je dilezitym mistem interakce TIR domén; u
mysiho TLR4 a Toll drozofily bylo prokazano, ze jakakoliv mutace v BB smycce redukuje
signalizaci (227, 229). Xu a kol. (2000) zjistili, ze jedina bodova mutace Pro681His, ktera nema
vliv na strukturni vlastnosti BB-smy¢ky v TIR doméné lidského TLR2, zpusobuje neschopnost
dimerizace TIR domény TLR a MyD88 a tim padem i nemoznost signalni transdukce (228, 230).
Neschopnost TIR domén dimerizovat predstavuje G¢inny zpusob, jakym je mozné ovlivnit aktivaci
vrozené imunity, kdy stimulace TLR je nezadouci jako napf. pfi transplantacich (231, 232).

TLR4 a TLR2 vyuzivaji adaptorovy protein TIRAP (Mal) ve své MyD88 dependentni draze
(233). TIRAP vykazuje nejvyssi polymorfii ze vSech péti adaptorovych proteinti zahrnutych
v signalnich drahach TLR2 a TLR4 (234). Obsahuje jak TIR doménu, tak TRAF6-vazebny motiv
(235). TIR doména proteinu TIRAP je odlisna od TIR domén TLR a MyD88; obsahuje extrémné
dlouhou AB smycku, ale ne BB smycku nebo af-helix. Struktura této TIR domény umoziiuje
soucasnou vazbu TLR a MyD88 (236).

Zatimco se pii interakci MyD88 s TLR uplatiiuje pouze TIR doména, pii interakci MyD88
s kinazou IRAK4 se uplatni jen DD doména (237-239). IRAK4 nasledné fosforyluje IRAK1 (238,
240). Obé kinazy patii do $irsi IRAK rodiny, kde jsou v ramci savct fazeny taky IRAK2 a IRAK-M
(241). Kinazy IRAK1 a 4 nesou na N-konci DD doménu a centralné jsou umisténé sekvence
zodpovédné za serin/treonin kinazovou aktivitu; nicméné pouze enzymatickd aktivita IRAK4 je
nezbytna pro finalni aktivaci NF-kB (240, 242). Komplex TLR/MyD88/IRAK4-IRAK1 rekrutuje
adaptorovy protein TRAF6, ktery asociuje s fosforylovanym IRAK1 ptes TRAF-C doménu na C-
konci (243, 244). Fosforylovany IRAK1 a TRAF6 disociuji z pivodniho komplexu, aby vytvotily
novy komplex s TAK1, TAB1 a TAB2 v plazmatické membrané, kde dochazi k fosforylaci TAB2 a
TAKL. IRAK1 je pak v plazmatické membrané degradovan a zbyvajici komplex tvofeny TRAF6,
TAK1, TAB1 a TAB2 je translokovan do cytosolu (244). TAK1 patii do rodiny MAPKKK a jeji
ucast na signalizaci TLR je nezbytna (245). TABL1 a 2 jsou adaptorové proteiny. TAB1 pisobi jako
aktivator a enhancer TAK1 (246, 247). Interakce mezi TAK1 a TRAF6 je zprostiedkovana TAB2

(246, 248). TAB2 se dale uplatiiuje pii vytvoieni spojeni TRAFP-IKK (249). Pfitomnost TAB2
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mize byt nahrazena TAB2-like molekulou, tj. TAB3, ktera ma stejnou funkci jako TAB2 a rovnéz
se ucastni translokace NF-kB (250). Na N-konci TRAF6 se nachazi ,,signalni“ (RING finger/zinc
finger) doména, diky které TRAF6 nese funkci ubikvitin E3 ligdzy. Ubikvitinace TRAF6 ma za
nasledek pozménéni funkce tohoto proteinu a probiha v cytosolu za ucasti UBC13 a UEV1A (251,
252). Na ubikvitinaci TRAF6 se podili i TAB2 (249). Vysledkem je aktivace TAK1, ktery nasledné
fosforyluje oboji MAP kindzu a IKK komplex (252, 253). IKK komplex se sklada z kinaz IKKo a
IKKp a regula¢ni podjednotky IKKy, v literatufe oznacované také jako IKK1, IKK2 a nukleéarni
faktor (NF)-xB esencialni modulator (NEMO). NF-kB dimery jsou sekvestrovany v cytoplazmé
neaktivované bunky a udrzovany v inaktivnim stavu inhibi¢nimi proteiny IkB (254). kB rodina
zahrnuje nékolik ¢lent: IkBa, IkBp, IkBe a Bcl-3, nicméné nejvice studovanou molekulou je IkBa.
Tyto proteiny obsahuji opakujici se ankyrinové sekvence, které blokuji ,,signdly nuklearni
lokalizace®, NLS, molekuly NF-«kB (255). Jako IkB funguje ale i NF-kB2 (p100) a NF-xB1 (p105),
které na svém C-konci nesou opakujici se ankyrinove sekvence (256, 257). K aktivaci NF-«xB je
potieba, aby IKK fosforylovala IkB; to vede k ubikvitinaci IkB a nasledné degradaci. Tim je
uvolnén NF-«B, ktery se translokuje do jadra a indukuje expresi cilovych gent (258).

NF-xB aktivace, pfi které se uplatiiuje TRAF6 a dochézi ke vzniku heterodimeru p50/p65
pasobenim fosforylovaného IKKp, se oznacuje jako kanonicka draha. Nekanonicka draha zahrnuje
TRAF3, ktery je asociovan s TLR adaptory - TRIF a IRAK1. V této dréze dochazi k fosforylaci
IKKa a naslednému vzniku heterodimeru p52/RelB. Vysledkem je nejen inhibice aktivace gent,
jejichz prozénétové produkty se uplatnuji béhem akutni faze, ale i1 konstitutivni tlumeni genil
pomoci lokéalni metylace CpG DNA (259, 260). Nekanonickd draha aktivace NF-xB se
pravdépodobné uplatiiuje pfi navozeni endotoxinové tolerance, kterou je mozné pozorovat napt. u
septickych pacientti. V obdobi akutni faze dochazi po stimulaci TLR4 k aktivaci jak p50/p65, tak
p52/RelB, pii¢emz odpovéd’ zahrnujici pSO pievlada. Casem ale nabyvaji pfevahy proteiny, které
jsou zahrnuty Vv inhibi¢nich mechanismech potlacujicich zanét. Ziejmé v teéto fazi dochazi k
vyznamne aktivaci alternativni drahy, kdy RelB za tcasti histon H3 lysin metyltransferazy G9a
iniciuje tvorbu fakultativnino heterochromatinu v oblasti tnf-a a il-14 promotoru (259, 261).

TRAF3 se ucastni take aktivace kindz TBK1 a IKK-¢, které fosforyluji faktory IRF3 a IRF7.
Vysledkem jejich G¢inku je transkripce genti kodujicich typ I interferont (262, 263). Tato MyD88
nezavisla draha je vyuzivana TLR4 a TLR3 (264-266).

TLR aktivace a signalni draha je negativné regulovana na mnoha trovnich. Jednim
z mechanismti regulace je existence MyD88s; varianty adaptorového proteinu, jejiz exprese
monocyty je indukovana LPS. MyD88s postrada prostfedni doménu, ktera oddéluje C-terminalni
TIR a N-termindlni DD doménu (267). Vytvafenim heterodimerd MyD88s-MyD88 namisto

homodimerit MyD88-MyDS88 je sice stale ptes DD doménu pfitahovan IRAK1 ke komplexu, ale
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nedochdzi kjeho fosforylaci pomoci IRAK4, ktery neni schopny spravné interakce
s heterokomplexem. Disledkem je neschopnost aktivovat NF-«B a tedy neodpovidavost na
ptitomnost LPS. Zajimavym faktem je, ze v pfipadé signélni transdukce IL-IR, kdy je rovnéz
vyuzivan adaptorovy protein MyD88, piitomnost MyD88s varianty stale vede k aktivaci JNK
signalni drahy a AP-1 regulovanych genut (268).

Dalsim piikladem negativni regulace TLR je TRIM30a, k jehoz indukci dochazi pii aktivaci
TLR. TRIM30a interaguje s komplexem TAB2-TAB3-TAKI, aby podpofil degradaci TAB2 a
TAB3 a zabranil tak aktivaci NF-xB (269). Signalni draha muze byt ovlivnéna i povrchovymi
receptory. Vychytavaci receptor CD204 interaguje s TRAF-C doménou TRAF6 a brani tak
dimerizaci a ubikvitinaci TRAF6. Proto nepfitomnost receptoru CD204 koreluje se zvySenou
sensitivitou k endotoxinu (270).

SOCS3 (suppressor of cytokine signaling-3) je pfikladem moznosti regulace geni, aniz by
byla ovlivnéna TLR4 signélni draha. SOCS3, ktery je indukovan IL-6 a IL-10 v pfitomnosti LPS, se
vaze na SOCS3-binding site (Y759F) na gpl130 a brani signalizaci po vazbé IL-6 na receptor.
Signalni dréha IL-10 v8ak ovlivnéna neni. U mysi s mutaci Y759F nebo knockoutovanym genem
pro SOCS3 je produkce TNF-a vyvolana LPS potlacena nejen IL-10, ale také IL-6, jehoz

signalizace neni blokovana. Tyto mysi jsou odolné proti $oku vyvolanému endotoxinem (271).

1.5.2 Exprese TLR2 a TLR4

TLR jsou exprimovany na rozmanitych bunkach. Jaké TLR jsou exprimovany na kterych
bunikadch se muze liSit i u riznych subpopulaci. Naptiklad lidské naivni B lymfocyty se od
pamétovych B lymfocytt v periferni krvi lisi absenci exprese TLR4 a TLR9 (272, 273). Tento
rozdil vSak neexistuje mezi naivnimi a pamétovymi B buiikami v germinalnich centrech v lidskych
tonsilach (274). TLR2 aTLR4 jsou exprimovany na lidskych myeloidnich dendritickych burkach,
zatimco plazmacytoidni dendritické bunky exprimuji TLR7 a TLR9 (275). Rozdil je rovnéz
v expresi TLR mezi nezralymi a zralymi dendritickymi bunkami (276). TLR2 a TLR4 jsou
exprimovany nejen na monocytech, ale i na granulocytech, tiebaze denzita je mnohem nizsi (277).
Lidské epitelialni bunky tlustého stieva exprimuji TLR3 a v mensi mite také TLR2 a TLR4 (278).
Epitelialni buiiky rendlnich tubuld nesou TLR2, TLR4 a pravdépodobné exprimuji i TLRS (279,
280). Lidské hepatocyty nesou TLR4 jak na bunééném povrchu, tak intracelularné lokalizované
(281). TLR4 a TLR 2 byly detekovany na lidskych kardiomyocytech i na endotelialnich bunkach
aorty (282-285).
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1.5.3 Funkce TLR2 a TLR4

Hlavni funkci TLR je identifikace signali DAMP a PAMP a indukce zanétu a aktivace
adaptivni imunity. Ve vét$iné piipadi je podporovana diferenciace Thl populace. To probiha tak,
7e nejprve po spusSténi TLR signalnich drah v antigen prezentujicich bunikach dochazi k vyrazne
produkci prozanétovych cytokini jako IL-6 a TNF-a a ke zvySeni exprese adhezivnich a
aktivac¢nich povrchovych molekul. V tomto vhodném cytokinovém prostiedi za ic¢asti povrchovych
molekul a pfi soucasné prezentaci antigenu jsou aktivovany Th buiky. Thl odpovéd je
pravdépodobné zavisla na aktivaci MyD88 signalni drahy, protoze mysi s deficienci nebo poruchou
Vv adaptorovém proteinu MyD88 nejsou schopné generovat Th1 odpoveéd (286, 287). Nicméné byly
publikovany prace, kde se ukazuje, ze MyD88-zavisla signalni draha je potiebna také k Th2
odpovédi. Roli v ptevaze aktivace Thl nebo Th2 patrné hraje vstupni cesta, davka a typ TLR
agonisty, napt. nizké davky LPS nebo LPS podany v inhalaé¢ni formé vede k Th2 odpovédi; TLR2 a
TLRS5 agonisté spoustéji Th2 odpovéd’. Th2 odpoveéd’ by pfitom neméla byt automaticky spojovéana
s nachylnosti k alergické reakci. Th2 subpopulace podporuje produkci IL-10 a zvySuje aktivitu T
regulacnich bunck, které maji pfiznivy vliv na utlum zanétu, alergickych nebo autoimunitnich
projevi. Naopak nékolik studii doklada, ze indukce typu I interferonti pfispiva k rozvoji
autoimunitnich onemocnéni ptes stimulaci Th17 populace (286, 287).

TLR2 a TLR4 jsou proteiny nezbytné pro ochranu pfed invadujicimi patogeny. U mySiho
modelu sepse jsou vysledky studii inhibice TLR2 nebo TLR4 anebo disrupce signalizace pies
MyD88 rozdilné, pravdépodobné hlavné z divodu, Zze experimenty byly provadény na riznych
kmenech mysi, Vv odliSnych schématech, sledovaly odlisSné patogeny v rozmanitych télnich
lokalitdch a MyD88 signalni draha byla blokovana u riznych bunék nebo byl pouzity kmen mysi
s podminénym vyfazenim genu pro MyD88 (288, 289). Priikazné¢ TLR2 a TLR4 ovliviiuji vznik
ischemicko-reperfuzniho poskozeni, ke kterému dochazi napf. pii infarktu myokardu, mrtvici,
transplantacich nebo kardiochirurgickych operacich s pouzitim kardiopulmonalniho bypassu.
Inhibice signalizace TLR2 a TLR4 vedla ke snizeni ischemicko-reperfuzniho poskozeni u mysiho
modelu (290).

1.6 Fas (CD95)
1.6.1 Charakteristika Fas receptoru

Existence Fas receptoru (dale jen Fas) a jeho souvislost s buné¢nou smrti byla popsana uz
vroce 1989, kdy byla experimentalné navozena apoptéza nadorové linie B bunék pomoci

monoklondlni protilatky rozpoznavajici tento receptor (291). Samotné jméno Fas, ,,Factor activating
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exoS*, se objevilo pozd€ji a v soucasnosti tento protein nese nékolik nazvl oznacujicich tutéz
molekulu: v CD systému je mu pfifazeno poradi CD95, byva oznacovan jako ,,apoptosis antigen*
(Apo-1) nebo ,,death receptor 2 (DR2), a protoze patii do rodiny TNF receptord, ma také nazev
,,Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Member 6 (TNFRSF6) (292-294). Gen pro Fas je
umistén na chromozoému 10g24.1 a koéduje devét exond (295, 296). Fas je tvofen tfemi
extracelularnimi doménami, hydrofobni transmembranovou doménou a cytoplazmatickou doménou
zodpovédnou za signalizaci. Pravé homologie v extracelularnich doménéach, které jsou bohaté na
opakujici se cysteiny, fadi Fas do rodiny TNF receptorii. Kterykoliv Clen této rodiny ma od dvou do
Sesti typickych extracelularnich domén a homologie mezi jednotlivymi ¢leny dosahuje 25 % (297).
V rdmci TNF-R rodiny existuje podrodina ,,death receptorti (DR), kam patii Sest ¢lent, véetné Fas:
DR1, DR2, DR3, DR4, DR5 a DR6. DR se V literatufe objevuji i pod dalsimi nazvy (298, 299).
Piestoze cysteinové domény jsou charakteristické pro vSechny ¢leny TNF-R rodiny, specificita
vazby mezi receptorem a ligandem spociva praveé v této oblasti. VSechny tfi domény Fas se i¢astni
vazby ligandu — FasL. Podobné jako u TNF-R1-TNF vazba trimetru FasL nebo specifickych
protilatek vede k agregaci Fas receptori a konforma¢nim zméndm na jejich cytoplazmatickém
konci (300, 301). V cytoplazmatické ¢asti receptorit se nachazi nékolik domén. VSichni ¢lenové

rodiny ,,death” receptorti jsou navic homologni v oblasti ,,death” domény (DD) (299).

1.6.2 Exprese Fas

Fas existuje v glykosylované (45-52 kDa) i neglykosylované formé (35 kDa) a je pfitomen
na membrané bunék v lipidovych raftech i mimo né. Nachazi se volny, ale i v preasociované
podob¢ (piiblizné110 a >200 kDa), po vazb¢ ligandu homotrimerizuje (292, 293, 302). Pravé
deglykosylace Fas ovliviiuje pozitivné redistribuci Fas do glykosfingolipidovych mikrodomén
lipidovych raftii a agregaci receptoru. Tyto procesy pravdépodobné souvisi s prfedchazejici inhibici
fosforylace Akt kinazy a naslednou aktivaci apoptdzy, aniz by byla nutna stimulace Fas ligandem
(303-305). Jak na urovni mRNA, tak na proteinové urovni byla u ¢lovéka popsana existence tii
variant Fas, které maji zkraceny extracelularni konec a neobsahuji cytoplazmatickou ¢ast.
kodovanou exonem Sest (306, 307). Takové Fas molekuly jsou solubilni a souvisi se zanétem a
autoimunitnimi onemocnénimi, protoze jejich pfitomnost je provazena zvySenim po¢tu T i B
lymfocyta (308-310). Je mozné, Ze k produkci solubilniho receptoru dochazi i odstépenim
z membrany; experimentalni dikaz vSak zatim pfedloZen nebyl. sFas ma zfejmé inhibujici u¢inek
na apoptézu (310, 311).
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Velké mnozstvi Fas se nachazi v intracelularnim kompartmentu buniky. Transportem Fas
umisténého v Golgi aparatu na povrch buiiky je umoznéna rychld zména povrchové exprese bez
nutnosti transkripce proteinu (312, 313). Samotna exprese Fas je ovliviiovana riznymi faktory. Na
apoptotickych burikach, hepatocytech infikovanych HVC, na makrofazich, Th a Tc lymfocytech
infikovanych HIV-1 je exprese Fas zvySend. Naproti tomu na adenovirem nebo myxoma virem
infikovanych bunkach, mnohych nadorovych buitkkdch a u bunc¢k exprimujicich molekulu s
adhezivni funkci, CD44, stimulovanou fragmentovanym hyaluronanem je exprese Fas sniZzena (314-
318).

Fas je exprimovan ve velké mife i v poSkozené nervové tkani (319). Zajimavé je, Ze
astrocyty, prestoze exprimuji Fas, jsou rezistentni k apopt6ze po aktivaci receptoru (320). Naproti
tomu neurony po ischemicko-reperfuzni udalosti zesiluji expresi Fas, ktery vede k apoptoze bunék a
naslednému poskozeni mozku (319). Na druhou stranu bylo zjisténo, Ze exprese Fas je nezbytna pro
regeneraci tkané po poskozeni kortexu a koreluje se schopnosti vétveni nervovych vlaken (321).

U nadorovych bunék dochazi ke sniZeni exprese membranového Fas, zatimco exprese DcR3
byva zvysend; jsou to jedny z mechanismil zajistujicich tnik pozménéné buiice pied imunitnim
dohledem (322-325). Protoze nadory jsou ruznorodou skupinou, tento fakt neplati u vSech
nadorovych bungk, naopak u gastrointestinalnich stromalnich tumor byla pozorovana zvysena
exprese Fas, aniz by souvisela se zvySenou frekvenci apoptdzy. Presto jsou tyto nddorové bunky
citlivé k apoptoze zprosttedkované FasL. Objev by tak mohl byt zakladem cilené 1é¢by téchto jinak

obtizn¢ zvladnutelnych tumort (326).

1.6.3 Charakteristika Fas ligandu

,Death* ligandy (DL) interaguji s odpovidajicimi ,,death* receptory. Do skupiny ligandi
patii krom¢ FasL a TNF i TL1A a TRAIL. DL se nevaze pouze na piislusny DR, ale tvofi vazbu
také s ,,decoy* receptory. Jejich seznam obsahuje proteiny: DcR1, DcR2, DcR3 a osteprotegerin.
,,Decoy* receptory nenesou ,,death doménu a tim brani vyuziti apoptického signélu. DcR3 chybi
transmembranova oblast, a tak se na rozdil DcR1 a DcR2 vyskytuje jen v solubilni podob¢. Tento
receptor soutézi s Fas o vazbu FasL a blokuje ucinky jak solubilniho, tak membranového FasL
(327, 328). DcR3 je v ramci apoptdzy regulacni molekulou, nicméné jeho dalsi tloha je pii
formovani osteoklastii; navic také zvysuje resorpcni aktivitu uz zralych osteoklasti (329). DcR3
exprese je vysoka v nadorovych buiikach nebo u pacientti s multiorganovou dysfunkci (328, 330).

FasL spousti apoptozu u bun¢k nesoucich povrchovy Fas; exprese ligandu je proto striktné
regulovana. Ke studiu funkce FasL bylo vyuzito gld mysi; gld je autozomaln¢ recesivni bodova

mutace zahrujici zaménu T — C v blizkosti oblasti kodujici C-konec FasL. Protoze receptor-
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vazebnd doména je lokalizovana na samotném konci C-konci FasL, Vv disledku zamény
fenylalaninu za izoleucin neni ligand schopen vazby na Fas receptor (331-333). Vysledek je
podobny jako u Ipr mutace postihujici Fas, defektni signalizace vede k lymfoproliferaci
a splenomegalii (334). Gen fasl se nachazi na chromozomu 1g23 (335). Také FasL protein najdeme
Vv literatufe pod mnoha nazvy. Objevuje pod oznacenim CD95L, CD178, Apo/FasL. nebo TNSF6.
FasL se vaze na Fas receptor jako trimetr (332). N-glykosylace zvySuje solubilitu FasL a souvisi
s funkénimi zménami proteinu. Velikost na membranu vdzaného FasL proteinu se pohybuje od
37 kDa do 42 kDa v zavislosti na stupni glykosylace. Glykosylovany membranovy FasL je
odstdpovan Zn** metaloprotedzou a objevuje se jako sekretovany sFasL o velikosti 23 az 26 kDa.
sFas tvofi v extracelularnim prostoru trimerické komplexy, které se vazi na Fas receptor. Tim, Ze je
glykosylace lokalizovand pouze na lateralni okraj FasL monomeru, neni narusena schopnost vazby
mezi Fas-sFasL. Afinita vazby Fas-sFasL je ale niz$i. Diive se piedpokladalo, ze sFasL pusobi
pouze na kratké vzdalenosti. Nyni se objevuji dikazy, ze sFasL muze pusobit i na odlehlych
mistech, kde indukuje apoptozu. sFasL mize vSak mit funkci odlisnou od membranového FasL,
kdy apopt6za bude naopak inhibovéana (336-340).

FasL se nachézi na T lymfocytech jednak béhem zrani, kdy je exprimovan na thymocytech,
a pak po aktivaci T lymfocytd (341, 342). Exprese FasL u T lymfocytd je ovlivnéna
glukokortikoidy. V promotorové oblasti fasl se nachazi dva negativni GRE, které v pfitomnosti
glukokortikoidd potlacuji expresi FasL (343). Exprese FasL je indukovana i na NK bunkach po
aktivaci FcyRIII/CD16 (344). U T lymfocyti a NK bunék je FasL asociovan se sekundarnimi
granulemi; tato vlastnost umoznuje rychle ménit povrchovou expresi ligandu. T lymfocyty a NK
buniky jsou proto schopné v né€kolika minutach mnohonasobné zvysit expresi FasL (345). FasL
exprimovany T a NK buiikami se tcastni likvidace virem nakazenych a nadorovych bunék (346).

FasL je rovnéZ exprimovany aktivovanymi B lymfocyty a neni vylouceno, Ze pravé tyto
bunky maji regulacni roli (347).

FasL je na rozdil od ostatnich bun€k myeloidni linie konstitutivné exprimovan neutrofily.
Ma se za to, ze parakrinni u¢inek FasL je jednim z mechanismt regulace Zivotnosti neutrofila, které
tak podléhaji spontanni apoptdze (348). Zatimco Fas je exprimovany bunikami rdznych tkani,
exprese FasL je pfisn¢€ regulovana. FasL ale mizeme nalézt na neuronech a astrocytech (349, 350).
Existuje domnénka, ze exprese ligandu v nervové tkani chrani imunologicky privilegované organy
pied aktivovanymi T lymfocyty indukci jejich apoptéozy po priniku pies hematoencefalickou
bariéru (350). Ligand byl detekovany i na bunkach v pfedni komoie o¢ni a na nadorovych buikach,
které nejsou lymfoidniho ptavodu (351, 352). V hepatocytech nemocnych s hepatitidou je
koexprimovan cytoplazmaticky FasL s receptorem Fas, ktery se nachazi na povrchové membrané
(353).
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1.6.4 Funkce FasL/Fas a signalizace

Apoptdza je zékladni regulacni proces, ktery ma nezastupitelnou tlohu ve vyvoji a odpoveédi
imunitniho systému. K indukci apoptézy dochazi vnéjsi a vnitini cestou. Zatimco vnéjsi signal je
rozpoznan piisluSnymi receptory na povrchu buiiky, vnitini apoptoticky signal primarné aktivuje
patologickd mitochondrie. Jeden z apoptotickych mechanismu, které jsou zprosttedkovany TNF
receptory, zahrnuje interakci Fas-FasL (354). Apoptdza probihajici po aktivaci Fas se projevuje
svras$ténim buiiky, tvorbou méchyiki z plazmatické membrany a fragmentaci DNA. Proteiny FasL
a Fas maji ustfedni roli pifi udrzeni homeostazy imunitniho systému. NaruSeni této ulohy v dasledku
ptirozené se vyskytujicich mutaci Fas proteinu vede k autoimunitnim a lymfoproliferativnim
onemocnénim (355). Pro studium role Fas in vivo bylo vyuzito Ipr a lpr®® mysi. Mutace lpr vede k
aberantnimu roztfizeni mezi exonem jedna a dva u fas. Jedna se o tzv. ,leaky mutaci, kdy je stale
mozné detekovat minimalni expresi funké&niho proteinu, zatimco Ipr® je bodova mutace zahrnujici
vyménu A — T v mMRNA. V dusledku mutace je zaménén izoleucin za asparagin v cytoplazmatické
oblasti Fas proteinu a receptor tak neni schopny signalni transdukce (356-358). Ob¢ mutace vedou k
lymfadenopatii, splenomegalii a projevim pfipominajicim systémovy lupus erythematosus (358,
359). Vyzkumem Fas-FasL signalni drahy bylo zjisténo, Ze tato draha hraje nezastupitelnou roli
v deleci autoreaktivnich T lymfocyta, které unikly negativni selekci a vstoupily do sekundarnich
lymfoidnich organa (334, 360).

Po vazbé ligandu na Fas dochazi v intracelularnim prostoru k zformovani komplexu
proteind, ,,death inducing signaling complex” (DISC), kde jsou aktivovany kaspazy (361).
Vysledkem aktivace apoptotické drahy je programova smrt builky bez imunitni odezvy, ktera by
jinak nastala v pfipadé nekrézy. Bylo pozorovano, ze mnozstvi zformovaného DISC komplexu
zavisi na typu bunék, u kterych dojde k aktivaci Fas. U typu I bunc¢k je Fas velmi rychle
internalizovan a je zformovano velké mnozstvi komplexu, u bun¢k typu II dochazi k formaci
mensiho mnozZstvi, ale proces je amplifikovan zapojenim mitochondrialni drahy. PfestoZe u obou
typt bun€k dochazi k aktivaci mitochondrii, které iniciuji fragmentaci DNA, v prvnim piipadé
apoptoza neni ovlivnitelna pfitomnosti inhibitord apoptozy z rodiny Bcl-2, zatimco u druhého typu
bun¢k vysledek procesu zavisi na zméné¢ membranového potencidlu v disledku translokace
proapoptotického proteinu Bid z Bcl-2 rodiny. Apotéza v druhém piipadé muze byt odvracena
zesilenou expresi Bcl-2 nebo Bcl-x (362-364). Podle novéjsich dat se nicméné zda, ze stimulace
Fas bez internalizace FasL-Fas neiniciuje formaci DISC a vede k aktivaci signalnich drah odlisnych
od apoptotickych (365). Proces internalizace FasL-Fas je klathrin mediovana endocyt6za, ktera

zavisi na pfitomnosti aktinu (366, 367). F-aktin se podili také na formaci DISC komplexu (367).
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Indukce apopt6zy neni u vsech DR-DL ¢lent spojena s internalizaci receptoru a ligandu; u TNF-
R1-TNFa, B je internalizace nezbytna k tvorbé DISC, u DR4-TRAIL a DR5-TRAIL nikoliv (368).

Aby vibec doslo k signalizaci, je nutna konformaéni zména v cytoplazmatické ¢asti Fas po
vazbé FasL. Poté je exponovana DD doména. VSechny DR receptory a tedy i Fas vyuzivaji
adaptorového proteinu FADD, ,,Fas-associating protein with a novel death domain protein“. FADD
nese jednak DD doménu, homologni s DD doménou DR receptorti, a na N-konci DED doménu,
,.death effector domain® homologni k DED inaktivni kaspazy-8 a -10. Tak jako spolu interaguji DD
domény receptoru a FADD, tak posléze interaguji i DED domény FADD a kaspazy-8 nazyvané
také FLICE, ,FADD-like ICE®“. Inaktivni proenzym FLICE je autokatalytickym zpracovanim
pieménén na heterotetramer — aktivni kaspdzu-8 (369-372). Jeho funkce je modulovana
enzymaticky inaktivnim homologem kaspézy-8, c-FLIP, ktery je souc¢asti DISC, a vyskytuje se ve
dvou podobach. Kratka varianta c-FLIPs obsahujici pouze dvé opakovani DD domén. c-FLIPs méa
kompletné inhibujici u¢inek na aktivaci prokaspazy-8. Stejné tak nizka hladina dlouhé varianty c-
FLIP_ v DISC komplexu inhibuje aktivaci prokaspédzy. Naproti tomu zvySena hladina c-FLIP_
zvysuje $tépeni prokaspéazy-8 a podporuje apoptozu (373, 374).

Piestoze se pivodné mélo za to, Zze pouze DD doména FADD interaguje s Fas, je
pravdépodobné, ze i DED doména se ucastni vazby receptoru (375). Do signalni drahy muize byt
zapojen také adaptorovy protein TRADD, ,,TNF-R1-associated death domain protein®, obvykle
vyuzivany TNF-R1. TRADD vaze Fas a nésledné pak FADD za vyuziti DD domén. Dal§im krokem
je aktivace kaspézy-8. Iniciace apoptozy ale mize probihat i alternativnim zptsobem, kdy se
nezapojuje FADD, zato dochazi k translokaci TRADD do jadra. TRADD totiz obsahuje sekvenci
pro nukledrni import a export, ktera umoziuje proteinu pohyb mezi jadrem a cytoplazmou.
K iniciaci apoptézy pak dochazi jednak mechanismem nezavislym na kaspazach, ale i
mechanismem zahrnujicim vytvofeni apoptozomu a aktivaci kaspazy-9 (376).

Protein FADD neni spjaty pouze s apoptézou, ale takeé s aktivacnim signalem (377).
Nejznaméjsim piikladem je proliferace T lymfocytl po aktivaci Fas receptoru. O tom, zda bude po
stimulaci Fas nasledovat apopt6za nebo aktivace transkripéniho faktoru NF-kB a ERK1/2,
pravdépodobné rozhoduje pomér mezi kaspazou-8 a cFLIP, ktery se kompetitivné vaze na FADD a
slouzi tak jako inhibitor kaspazy-8 (378, 379).

Exprese Fas neni vyhranéna jen bunkam imunitniho systému. Bunky mnohych tkani at’ uz
konstitutivné nebo inducibilné exprimuji Fas, a to dokonce rizné sekundarn¢ modifikovany
v zavislosti na okolnich podminkéach (380). Piitomnost Fas byla prokézana v srde¢ni tkani i ovariich
(381). Vysoka exprese Fas byla prokazana na hepatocytech u pacientii s hepatitidou (353). Piestoze
Vv tomto piipadé ma Fas proapoptotickou ulohu, hraje vradmci organismu i vyznamnou roli

nesouvisejici s apoptézou. Takovym dikazem je experiment s jaterni tkdni neschopnou exprimovat
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Fas. Hepatocyty konstitutivné exprimuji vibec nejvétsi mnozstvi povrchového receptoru.
Nepfiitomnost Fas na hepatocytech zabranuje regeneraci jater po ¢aste¢né hepatektomii (382). Jinym
ptikladem je delece Fas na T lymfocytech. Bylo ovéteno, ze Fas se uplatiiuje pti proliferaci T
lymfocytt a fibroblasti (377). Delece Fas na lymfocytech pak usti v lymfopenii (383).

Fas iniciuje signalni drahy nesouvisejici s apoptézou. Tyto signalni drahy aktivuji NF-xB a
ERK1/2 (384). Kromé toho Fas indukuje dal$i mechanismus, ktery je zprostiedkovany signalizaci
FasL. Tento proces je oznacovany jako reverzni signalizace (,,reverse signaling®). Také reverzni
signalizace muze byt jednim z divodu, pro¢ Fas a FasL jsou dulezitymi hraci pfi neuroprotekei,
neuroregeneraci i jaterni regeneraci (321, 385, 386). Reverzni signalizace muize také byt divodem,
pro¢ jsou informace o funkci FasL na T lymfocytech konfliktni. Zatimco v nékterych studiich bylo
zjisténo, ze ligand pusobi jako kostimulator maturace thymocytii a proliferace T bunék, jiné studie
hovofti o inhibi¢ni roli FasL (341, 387, 388). Navic je mozné, Ze reverzni signalizace muze spoustét
ruzné signalni drahy a vysledek signalizace je pak naprosto odlisny.

Intracelularni ¢ast FasL miize byt po uvolnéni extracelularni ¢asti také odstépena. Stépeni
cytoplazmatické casti se pravdépodobné ucastni proteaizy ADAMI10 a SPPL2a. Samotny
intracelularni fragment FasL je pomé&rné malo stabilni, pfesto je translokovan do jadra, kde inhibuje
transkripci nékterych gent (388, 389).

Zatimco u hepatitidy je funkce Fas-FasL jasné spojena s apoptozou, jinak je tomu u zdravé
jaterni tkan€ nebo v pfipad¢ nddorové pozménénych bunék. Exprese FasL na nadorovych buiikach
mize vyvolat riznou odpovéd’, patrné v zéavislosti na typu nadorové tkané. Fas-FasL spoustéjici
apoptozu u lymfocytd zajisti tnik transformovanych bunék pfed dohledem imunitniho systému;
Fas-FasL indukujici prozanétovou odpovéd umozni produkci proteinti, které Casto maji i funkci
rastového faktoru podporujiciho rtst nadoru (351). Anebo Fas mtze mit pfimo funkci ristového
faktoru (reverzni signalizace). Prace Chen a kol. (2010) naznacuje, ze schopnost Fas indukovat
proliferaci bun¢k po vazbé ligandu souvisi s riistem a progresi nadoru (390).

Inhibice signalizace Fas-FasL byla zkoumana nejen pro moznost ovlivnéni nadorovych
onemocnéni. Bylo zjisténo, ze tyto dva proteiny pravdépodobné ovliviiuji i vyvoj septického stavu a

inhibice signalizace miize vést K vyssimu preziti (391).

1.7 Interleukin-10 (IL-10)
1.7.1 Charakteristika IL-10

IL-10, dfive oznacCovany jako ,,cytokine synthesis inhibitory factor”, CSIF, je obecné

povazovan za cytokin s imunosupresivnim a protizanétovym u¢inkem (392, 393). Protein je

-30-



pomérné maly, velikost dosahuje 18,5 kDa. Gen pro IL-10 je umistén na chromozému 1q31-g32 a
je tvofen péti exony a Ctyfmi introny (394). Pfirozené se IL-10 vyskytuje ve formé homodimeru,
podobné jako IFN-y, se kterym sdili i zna¢nou strukturni homologii (395-397). Monomerni IL-10 je
tvofen Sesti a-helixy (A-F, A"-F"). A, C, D, F" (A", C’, D’, F) vytvaieji svazky, v jejichZ jadru jsou
lokalizovany pouze hydrofobni ¢asti molekul (asi 86 % vSech hydrofobnich zbytkti molekuly IL-
10). Dva monomery IL-10 jsou spojeny v misté helixt E, F (E", F") (398). IL-10 se vaze na IL-10
receptor, IL-10R, pouze jako homodimer. Ptekvapivé lidsky rekombinantni rIL-10, ktery je
monomerem, si stale uchovava biologickou aktivitu, i kdyz se vaze na receptor s piiblizné 60x nizsi
afinitou (399). Mezi lidskym, mySim, potkanim, prase¢im a hovézim IL-10 byl prokazan vysoky
stupeti homologie v sekvenci nukleotidii a aminokyselin (400-402). Uginek IL-10 odlignych druht
nemusi byt zachovan. Rozdily mohou byt dany nejen pFitomnosti odlisnych epitopd, ale také
samotnou velikosti molekuly, ktera neni schopna interakce s receptorem odlisného zivocisného
druhu a tak nedochazi k signalizaci (394, 403). Lidsky hIL-10 (18,5 kDa) neobsahuje na rozdil od
mys$iho mIL-10 (35 kDa) sacharidové struktury. N-glykosylace na N-konci mlL-10 ale neni
nezbytnd k zachovani funkce cytokinu, protoze hIL-10 vykazuje supresivni u¢inek na mysi
monocyty. mIL-10 tento u¢inek pak na lidské monocyty nema (394, 404).

ORF genomu EBV, CMV a parapoxviru kdduje proteiny sdilejici s IL-10 ptiblizn¢ 73 %,
84 % a 27 % sekven¢ni homologii, (podle potfadi jmenovanych virti) (403, 405, 406). Tyto virové
homology (vIL-10) rovnéz vedou k potlaceni produkce prozanétovych cytokind, snizuji expresi
adhezivnich a kostimula¢nich molekul, snizuji expresi MHC a potlacuji zrani a funkci
dendritickych bunék. hIL-10 vSak tento primarné supresivni u¢inek vykazuje u myeloidnich bunék,
zatimco B lymfocyty, Tc lymfocyty, thymocyty a Zirné bunky jsou stimulovany. Naproti tomu
ebvIL-10 sice stimuluje proliferaci a diferenciaci B bunék, véetné produkce imunoglobulind,
nicmeéné nepodporuje soucasnou proliferaci thymocytl ani zirnych bunék, ani expresi MHC 11 B
IL-10, rozdil je ve vyrazné supresi funkce dendritickych bunék. Je nasnadé, ze vIL-10 jsou
piizpisobeny potiebam konkrétniho viru a zajistuji vyhody v ptfezivani a Sifeni virovych ¢astic
(407).

ebvIL-10 homologni protein, ktery je exprimovany pouze V lytické ¢asti cyklu EBV, je
koédovan genem neobsahujicim introny a existuje hypotéza, ze EB virus ziskal gen jesté od savciho
predchtiidce mysi a ¢lovek (394, 400, 408). Puvod genu pro VIL-10 vSak mize byt u riznych virt
odlisny. RovnéZz poxvirus neobsahuje ve svém genu pro VIL-10 introny (406), zatimco
cytomegalovirovy gen nese dva redukované introny (405). Homolog IL-10 se pak vyskytuje i u
dal$ich herpes virt (409). Virové proteiny IL-10 se sice vazi téméf stejnou (CMV) i s mnohem nizsi
(EBV) afinitou, nez se vaze IL-10 na IL-10R1, ale kvalitativné vykazuji podobny t¢inek (394, 410).
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Aktivita virovych IL-10 homologu je stejné jako u IL-10 zcela zavisla na expresi IL-10R1 a
neutralizujici protilatky proti-IL10R1 vedou Kk inhibici u¢inku (405, 411).

Molekularnim klonovanim bylo objeveno nékolik dal§ich proteini, které podobné jako
virové homology sdileji s IL-10 sekvenéni homologii; ta u téchto protein dosahuje pfiblizné 25 %.
Patii zde 1L-19, IL-20, IL-22, IL-24 (MDA-7) a IL-26, diive oznacovany jako AK155 (412-418).

Gen pro IL-10 vykazuje polymorfismus ve dvou oblastech mikrosatelitu bohatych na cytosin
a adenin (CA)n. Dalsi polymorfismus je dan bodovymi mutacemi (SNP) v misté promotoru: -1082
(G/A), -819(C/T), and -592(C/A) (419, 420). -1082 A/G polymorfismus se projevuje vyssi produkci
IL-10 jak u monocytl, tak T lymfocytl a muZze souviset s vy$§im vyskytem sepse (421). Roli
v expresi il-10 genu piitom ziejmé hraje rizna afinita represoru transkripce, poly(ADP-rib6za)
polymerazy-1 (PARP-1), k SNP na -1082 pozici (422). Vysledky riznych klinickych studii jsou
nicméné protikladné a je pravdépodobné, Ze hladina IL-10 bude souviset i s variabilitou v genech
pro jiné cytokiny jako je napi. TNF-a (423-426).

1.7.2 Exprese IL-10

Exprese il-10 genu u monocyti/makrofagli a myeloidnich dendritickych bunék je vyvolana
stimulaci TLR (hlavni je u¢ast TLR2, TLR4, ale i TLR3 a TLR9 se podileji na indukci exprese)
(427-429). Nezavisla na TLR je produkce IL-10 po stimulaci ,,nucleotide-binding oligodimerization
domain 2%, NOD2, nebo DC-SIGN anebo dektinu-1 (430-432). Ligace CD40, stejn¢ jako
premosténi Fc receptori zvySuje produkci IL-10 stimulovanou TLR na makrofazich (433, 434).
Indukce transkripce je ovlivnéna aktivaci ,,mitogen-activated protein kinase” (MAPK) drahy,
nejvyznamngéjsi roli v produkci IL-10 pfitom hraje ,,extracellular signal-regulated kinases®, ERK a
p38 (435-438). Inhibice nebo deficience ERK vede k podstatnému snizeni produkce IL-10 (437-
439). Podobné¢ inhibice p38 vyznamné snizi hladinu IL-10 (437). Exprese IL-10 je regulovana jak
na transkrip¢ni, tak na postranskripéni tirovni. VSudyptitomné transkripéni faktory, Spl a Sp3, které
jsou konstitutivné exprimované, maji kliCovou ulohu pro expresi il-10 genu (440). il-10 mRNA je
konstitutivné transkribovana v mnohych bunkach, dostupnost proteinu je ale dana post-
transkripénimi mechanismy zahrnujicimi napf. rozdilnou hladinu mikro-RNA (hsa-miR-106a) nebo
ptitomnost AUF1 proteinu vazajiciho ,,A+U-rich® element (ARE) v 3"-netranslatované oblasti il-10
MRNA (441). Vaba AUFI1 (,,AU-rich element binding factor 1) na il-10 mRNA zvysuje rychlost
degradace a urcuje tak zivotnost této mMRNA (442).

TLR indukovana exprese IL-10 je inhibovana u¢inkem IFN-y, ktery blokuje MAPK dréhu a
také potlacuje vazebnou aktivitu ,,activator protein 1 (AP1) k il-10 promotoru (427). Dalsi moznost

negativni regulace je zprostfedkovana samotnym IL-10 produkovanym makroféagy. IL-10 negativné
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reguluje fosforylaci p38 (443). Nicméné IL-10 je schopny i pozitivné regulovat vlastni expresi
v monocytech/makroféazich a amplifikovat tak svou produkci (444, 445). Mechanismy rozhodujici
mezi IL-10 vlastni pozitivni a negativni regulaci nejsou zndmy (444). Zajimavym faktem je, ze IL-
10 produkovany makrofagy a dendritickymi bunikami zvySuje diferenciaci T lymfocyti v T
regulacni lymfocyty. Tyto Treg buiiky rovnéz produkujici IL-10, ktery mé nasledné autokrinni efekt
a je tak pozitivnim zpétnym regulatorem diferenciace T bun¢k (446-448).

IL-10 je produkovén riznymi typy bunck, v nejvétsim mnozstvi pak monocyty, B a T
lymfocyty, pficemz jak Thl, tak Th2 a Th17 populace jsou schopné produkce IL-10 (446). U mysi
jsou podstatnym zdrojem IL-10 i neutrofily (449).

1.7.3 Charakteristika receptoru pro IL-10 (IL-10R, CD210) a signalizace

IL-10 se vaze na IL-10 receptor, ktery je tvofen podjednotkou a (R1) a B (R2). Gen pro
lidsky IL-10R1 je umistén na chromozému 11 (11923.3), zatimco gen pro lidsky IL-10R2 se
nachazi na 21 chromozomu (21922.1-922.2) (450). IL-10R1 je vétsi peptid 90-120 kDa, IL-10R2
dosahuje priblizné 40 kDa. Sekvence aminokyselin je z 60 % identicka u lidského a mysiho IL-
10R1. Mezi lidskym a mySim IL-10R2 je identita dokonce o néco vyssi (69 %) (450). Lidsky IL-
10R1 je glykosylovany a sklada se ze dvou domén (D1 a D2) propojenych spojkou podobnou
spojce v makromolekule gp130 (451, 452). DI nese ,,WSXWS-like®“ motiv, ktery je dilezity pro
vazbu ligandu (452). Exponované smycky, kterymi IL-10R1 interaguje s ligandem, jsou
oznac¢ovany L1-L6 a nachazi se na nich tzv. ,,complementary binding site®, 23 aminokyselin ptimo
se podilejicich na vazbé IL-10. Smycka L2 obsahuje tyrosiny, které zapadaji do kapsy tvotfené
ohybem helixu F IL-10 molekuly. Tento ohyb, ,,common fold“ (IFN-y fold) s konzervovanymi
aminokyselinovymi zbytky, je spole¢ny IL-10 a IFN-y, které¢ jsou jinak strukturné zna¢né odlisné
(452).

IL-10R2, diive CRF2-4, je rovnéz sloZzen ze dvou domén (D1, D2). Domény jsou typu
fibronektin IIT a kazd4 je tvofend sedmi B-listy, které jsou spojeny smyckami, L1-L6, podobné jako
v molekule IL-10R1 (453, 454). Odlisnosti smycek IL-10R1 a R2 jsou divodem rozdilné afinity
vazby ligandu mezi obéma podjednotkami (455).

Vazba IL-10/IL-10R1 je vysoce afinni. Komplex IL-10/IL-10R1 se vaze na IL-10R2, ktery
je nizko afinnim receptorem (456, 457). Komplex IL-10/IL-10R1 je symetricky a obsahuje
homodimer IL-10 a dvé molekuly IL-10R1 stejné jako IFN-y receptorovy komplex (396). Aby
dochéazelo k signalni transdukci, cely membranovy komplex se musi skladat jesté ze dvou molekul
IL-10R2. Stabilni komplex solubilniho sIL-10R1 a IL-10 je vSak odlisny a je tvofen Ctyimi
molekulami IL-1R1 a IL-10 homodimerem (458).
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Vazba IL-10 vede aktivaci s IL-10R1 asociované Janus kinazy 1 (JAK1) a k fosforylaci
dvou tyrosinovych zbytki na IL-10R1, které slouzi jako kotevni misto pro STAT3. Dalsi Janus
kindza Tyk2 je asociovana s IL-10R2 a katalyzuje trans-fosforylaci IL-10R1 (459). STAT3 vytvaii
homodimer STAT3-STAT3 nebo heterodimer STAT3-STAT1 (460, 461). STAT3 je jednim
z mechanismu, které se uplatiuji pii inhibici indukované IL-10 u TNF-o aktivovanych gent
v makrofézich. Signalni draha zahrnujici STAT3 a JAK1 je zodpovédna za antiinflamatorni G¢inky
IL-10 (462).

Obé¢ podjednotky IL-10 receptoru patii do tiidy-2 receptorové rodiny, kam jsou fazeny i
receptory pro tkanovy faktor (TF), IFN-a, IFN-B a IFN-y. Tato tfida receptort je charakteristickd
pritomnosti jedine¢né sekvence cysteini a absenci motivu WSXWS (463, 464). IL-10R1
podjednotka je exprimovana na bunkach hematopoetického i nehematopoetického ptivodu. Lidské
monocyty/ makrofagy, dendritické bunky, T a B lymfocyty, NK buiiky, zirné bunky, epidermalni
buriky, keratinocyty i fibroblasty jsou schopné exprimovat IL-10R1 (465-467). Také nadorové
bunky jako naptiklad builky melanomu nebo myelomu exprimuji IL-10R1 (468, 469). IL-10R1 je
témét nedetekovatelna na neutrofilech zdravych lidi, nicméné inkubaci izolovanych neutrofild
s LPS se exprese podjednotky IL-10R1 zvySuje (470). Podobn¢ je exprese IL-10R1 zvySena na
neutrofilech septickych pacientt, zatimco exprese IL-10R2 se neméni (470, 471).

Na rozdil od IL-10R1 je podjednotka IL-10R2 ubikvitarné exprimovana a jako receptor
vyuzivéana i jinymi cytokiny. IL-10R2 tvofi receptorovy komplex s IL-20R, IL-22R, IL-24R a IL-
28R (415, 472-474). Komplexy téchto receptori pak rozpoznavaji vice druhii ligandt, z nichz ¢ast
je zatazena do samostatné podkategorie ,,IL-10/interferon-A rodina“ (475). Dulezitost podjednotky
IL-10R2 dokazuji knockoutované mysi, které se sice vyvijeji normalné a jsou fertilni, ale kolem
dvanéctého tydnu véku se u nich objevuje chronicka kolitita a splenomegalie, klinické piiznaky

ptipominajici IL-10 deficit u IL-10 knockoutovanych mysi (476, 477).

1.7.4 Funkce IL-10/IL-10R

IL-10 pisobi na bunky exprimujici IL-10R imunosupresivné. Supresivni u¢inek 1L-10 je dan
nejen schopnosti inhibovat odpovéd’ bunék na piitomné prozanétové cytokiny, ale i schopnosti tyto
cytokiny vyvazovat z prostfedi a celkové tak utlumit zanét (478). IL-10 inhibuje Thl odpoveéd a
rovnéz pusobi tlumiveé na Th2 buiiky a alergickou reakci (446). Presto u urcitych populaci bunék,
jako jsou aktivované cytotoxické T lymfocyty, NK buiikky nebo B lymfocyty, je ucinek IL-10
stimulacni a v n¢kterych piipadech, napt. u bunék melanomu nebo aktivovanych B bunc€k anebo
thymocytt funguje IL-10 jako rastovy faktor (468, 479, 480). IL-10 zvySuje expresi MHCII

molekul u B lymfocytl, pfestoze u antigen prezentujicich bunék ptisobi pravé opaéné (481). Tento
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interleukin je dilezitym kofaktorem pfi proliferaci, diferenciaci B lymfocytu a dale se uplatiiuje pii
izotypovém presmyku (482, 483).
IL-10 ovliviiuje expresi celé fady genti (tabulka I).

Tabulka 1. Geny ovlivnéné IL-10

Geny se snizenou expresi u¢inkem IL-10 Geny se zvysSenou expresi u¢inkem IL-10
LPS-inducibilni geny feyrl (cd64)

il-1 tkanovy inhibitor metaloprotedzy-1 (timp-1)
il-6 mcp-1 (monocyte chemoatrractant protein-1)
il-8 ccrb

il-10 antagonista il-1 receptoru (il-1ra)

il-12 tnf-receptor 2 (cd120b, p75)
cyklooxygenéaza-2 (cox-2) so0cs3

g-csf il-10

gm-csf

IFN-y-inducibilni geny

cd80, cd86

hla-d

ip-10

inos

icam-1 (cd54)
Interleukin-4-inducibilni geny
hla-d

fecerllb (cd23)

il-1 receptor 1, il-1 receptor 2

Dals$im proteinem, jehoZ expresi IL-10 indukuje, je HO-1 (484). Na indukci exprese HO-1
se podili STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) a PI3K (fosfatidylinositol-3
kinaza). Tato dréha vedouci k expresi HO-1 je vyuzivana nejen IL-10, ale i IL-6 (462, 485). Podil
p38-MAPK drahy na expresi HO-1, at’ v pfipadé IL-10 nebo jiného aktivatoru exprese, je nejasny a
publikovana data jsou kontroverzni (486-489). V kazdém ptipadé HO-1 (a jeji produkt CO) ma na
protizanétovém ucinku IL-10 jen minimalni podil. Pti pouziti specifického inhibitoru HO-1 Zn-II-
protoporfyrin-IX neni ovlivnén imunosupresivni G¢inek IL-10 vedouci napi. ke snizeni exprese
kostimula¢nich molekul, sekrece solubilnich TNF receptorii nebo supresi produkce IL-6 (462).
Nicméné role HO-1 v celkové protizanétové odpovédi neni minoritni a mize byt ziejmé kli¢ova u
nékterych stavi, jako je sepse (484).

Dulezitym genem regulovanym IL-10 je socs3 gen. Protein SOCS3 je schopny selektivné
inhibovat cytokiny indukovanou JAK/STAT signalni drahu, kdy se pfes SH2 skupinu véaze na
fosforylovany tyrosin na gp130, inaktivuje JAK a zabranuje tak ptistupu STAT3. Na fosforylované
tyrosiny IL-10R1 se SOCS3 nevaze (490, 491). Vysledkem pusobeni SOCS3 je ubikvitinace
signalniho proteinu a jeho degradace a tedy inhibice signalizace (492, 493). Podobn¢ jako IL-10 i
IL-6 indukuje expresi SOCS3; tento protein je tak vlastné negativni zpétny regulator IL-6 (459,

494). Signalni drahy indukované fadou cytokind, hormonu a faktort jsou inhibovany SOCS3, ktery
-35-



je asociovan s témito receptory: Lck, FGF receptor, PYK2, receptor pro ristovy hormon (GHR),
erytropoetinovy receptor, leptinovy receptor, IGF-1 receptor, gp130. Jedné se o tyto aktivatory: IL-
2, IL-3, IL-4, IL-6, rustovy hormon, prolaktin, erytropoetin, LIF, INF-y, INF-a, CNTF, leptin,
onkostatin M, IGF-1, inzulin (492).

1.8 Interleukin-6 (IL-6)
1.8.1 Charakteristika IL-6

IL-6 tvoii 185 aminokyselin dlouhy polypetid uspofadany do ¢&tyt velkych a-helikalnich
struktur, které se sekundarné nestaceji a jsou ptimé (495). Polypeptid je kddovan chromozomem
7p21 (496). Jako faktor ovliviwjici diferenciaci B bunék (oznacovany B-cell stimulatory factor 2,
BCDF nebo BSF-2) byl izolovan pravdépodobné uz v r. 1984 (497). Ze se skutecné jednalo o BSF-
2, bylo potvrzeno r. 1985 dalsim japonskym tymem, ktery dokazal ovéfit funkci faktoru (498).
Klonovani ¢cDNA pozdéji ukazalo, ze jde o stejny cytokin, ktery byl produkovany fibroblasty a
popisovany jako interferon p-2. cDNA kodujici IL-6 byla poprvé klonovéna v roce 1986 (499, 500).
Nezavisle byla klonovana cDNA hepatocyty stimulujiciho faktoru produkovaného monocyty a
rastového faktoru pro plazmocytomové/hybridomové bunky, ktera se pak ukazala byt totozna s il-6
cDNA (501).

Promotor il-6 genu obsahuje misto pro vazbu transkripéniho faktoru NF-«B aktivovaného
LPS (502). il-6 gen obsahuje pét exond a ¢tyii introny (503). Variabilita velikosti sekretovaného IL-
6 (23 az 30 kDa) je dusledkem rtizné miry glykosylace a fosforylace (504-506) a souvisi s produkci
IL-6 rGznymi buné¢nymi liniemi (507, 508). IL-6 patfi s dal$imi cytokiny, jako napt. IL-10, I1L-12,
a rustovymi faktory (erytropoetin, G-CSF atd.) do skupiny ,,long-chain a-helix-bundle* protein.
Spole¢nym rysem téchto proteini neni podobnost v sekvenci aminokyselin, pouze strukturni
podobnost a-fetézce (509). IL-6 ma pleiotropni ucinek piekryvajici se s ucinky jinych cytokint a je
s nékterymi ostatnimi ¢leny vySe jmenované skupiny, které se vazou na gp130, fazen do rodiny ,,IL-
6-like* cytokint (510, 511). Patii sem onkostatin M, LIF (leukemia inhibitory factor), neurotroficky
faktor (CNTF), IL-11, kardiotrofin-1 (CT-1) a CLC (kardiotrofinu podobny cytokin). Piestoze
signalni transdukce téchto proteini probiha stejnou signalni drahou, gpl30/JAK/STAT, mohou

vyvolavat nejen podobnou, ale i velmi odlisnou odpovéd cilovych bunék (509, 512).

1.8.2 Exprese IL-6

K produkci 1L-6 dochazi po stimulaci Toll-like receptort, kdy nasleduje aktivace NF-xB
trankripéniho faktoru (513). Potencia¢ni roli ma cAMP, ktery aktivuje fadu transkripénich faktord
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(CREB, C/EBP a AP-1) uplatnujicich se pfi aktivaci transkripce il-6 genu (514). IL-6 je produkovan
i po aktivaci bun¢k IL-1p a TNF-o, at’ uz pasobicich samostatn¢ nebo v kombinaci (515). Sekrece
IL-6 monocyty je vyvolana i IL-2 a na rozdil od indukce pomoci IL-1B neni inhibovana IFN-y
(516). Naproti tomu TGF-B snizuje sekreci IL-6 indukovanou jak IL-1p, tak IL-2 (516). IL-6 je
exprimovan ruznymi bufikami hematopoetického ptvodu: monocyty/makrofagy, T lymfocyty,
dendritické bunky, ale i neutrofily jsou schopné po stimulaci LPS produkovat 1L-6 (517-520).
Sekrece IL-6 byla detekovana i u bun€k nehematopoetického plivodu jako jsou fibroblasty,
epitelidlni bunky a astrocyty (504, 521, 522). Adventicie aorty byla zjisténa jako vyznamny zdroj
IL-6 po indukci angiotensinem Il (523).

1.8.3 Charakteristika receptoru pro IL-6 (IL-6R-gp130) a signalizace

IL-6 je schopny vykonavat svou funkci po navazani na pfislusny receptor, ktery se vyskytuje
jak v membranové, tak solubilni form¢. Receptorem IL-6 je heterodimer slozeny z podjednotky IL-
6R (a-podjednotka oznaCovana také jako IL-6Ra, CD126) a podjednotky gpl130 (524). Jak
v piipadé IL-6, tak IL-6R a gp130 se jedna o desetileti studované molekuly, piesto panuji o slozeni
receptorového komplexu dohady, patrné zplsobené odliSnostmi mySiho modelu a existenci
virového homologu IL-6 (525). Cely aktivni komplex je pravdépodobné hexamer slozeny ze dvou
molekul IL-6, dvou podjednotek IL-6R a dvou gp130 (526, 527). Nejprve dochazi k interakci mezi
IL-6 a IL-6R (Site I). Tento komplex vytvari vazebna mista (Site II) pro ,.cytokine binding
homology region* na gp130 (CHR, D2D3). Nakonec Site Ill reaguje s gp130 ,,immunoglobulin-
like” aktivaéni doménou (D1 nebo IGD), ¢imz je vytvoren signaliza¢ni komplex (524, 527).

Asi 100 aminokyselinovych zbytkt extracelularni ¢asti IL-6R tvoti Ig-podobnou doménu,
kterd ale neni nezbytnd pro vazbu IL-6 (463). Namisto toho pfiblizné 200 aminokyselin
extracelularni Casti vytvaii doménu pro vazbu IL-6 nutnou; tato doména slozena ze 4
konzervovanych cysteinovych zbytk v N-terminalni ¢asti molekuly a tryptofan-serin-X (jakakoliv
aminokyselina)-tryptofan-serin (WSXWS) motivu charakterizuje celou receptorovou rodinu (463,
528). Motiv WSXWS zajistuje jednak spravné slozeni proteinu, a dale pak vazbu ligandu. Tento
motiv se vyskytuje jak u IL-6R, tak u gp130 (451).

IL-6R je sice transmembranovy protein, cytoplazmatické ¢asti (82 aminokyselin) vSak chybi
motiv pro signalni transdukci. Aktiva¢ni signal o vazbé IL-6 je pfenasen homodimerem gp130, u
néhoz dochazi k fosforylaci tyrosinovych zbytki v cytoplazmatické c¢asti molekuly (511).
Extracelularni ¢ast gp130, konkrétné CHR (cytokine-binding homology region, D2-D3), je
pfedevS§im odpovédna za vazbu ligandu. Pravé CHR obsahuje WSXWS motiv. Déle se v tomto
misté vyskytuje na prolin bohatd pantova oblast a cysteinové zbytky s charakteristicky
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uspofadanymi mezerami (529). Na N-konci od CHR se nachazi modul (D1) se strukturou sedmi Ig-
podobnych vlaken, na C-konci od CHR jsou tii domény (D4-D6) typu fibronektin 1l1 (530). Po
vazbé ligandu se C distalni ¢ast fibronektinovych domén dostava do takové pozice, Ze je umoznéna
transfosforylace s receptorem asociovanych Janus kinaz a tedy signalizace (531).

Vazba IL-6 podobné jako vazba IL-11 na o-podjednotku receptorového komplexu vede
k homodimerizaci gp130. Tato vlastnost je dana strukturami IL-6 a IL-11, které neobsahuji smycky.
Ostatni cytokiny z rodiny IL-6 diky smyckovité struktufe své molekuly interaguji s gp130 za vzniku
heterodimeru (komplex gp130 a LIF-R, popt. také CNTF-R nebo onkostatin M-R) a signal neni
prenasen pouze gp130 molekulou (532-534). Zatimco podjednotka gp130 je bézné exprimovana na
buiikach, exprese IL-6R je mnohem vice regulovana a vyskytuje se jen na mebrané leukocytii a
hepatocytd. Nicméné IL-6R je produkovan i jako solubilni forma, sIL-6R, kdy vznika jednak
odstépenim povrchového IL-6R (pfevazné z povrchu neutrofilid), ale hlavné je vytvarena z
alternativné slozené il-6r mRNA (535-538). Role solubilniho receptoru spoéiva ve vazbé IL-6 a
nasledné interakci s gp130, ktery neni soucasti jiného komplexu. Proces se oznacuje jako trans-
signalizace a umoziuje aktivaci bun¢k interleukinem-6, piestoze neexprimuji o-podjednotku
receptorového komplexu (539). Tento mechanismus se uplatiiuje napi. pfi aktivaci endotelialnich
bunék, které nasledné produkovanym IL-8, MCP-1 a zvySenou expresi adhezivnich molekul
umoznuji prostup neutrofili do mista zanétu (535). Proces trans-signalizace je vyznamny u
neoplastickych onemocnéni a dtlezitost role IL-6 a IL-6R byla prokdzéna podanim protilatek proti
IL-6 a IL-6R, kdy dochazelo jak u in vitro experimentd tak i in vivo K inhibici ristu myelomovych
bunék (540-543).

Podjednotka gp130 se rovnéz vyskytuje v solubilni formé jako sgpl130 a jeji aktivita
antagonizuje trans-signalizaci sIL-6R (544).

Po vazbé IL-6 na receptor je signalni transdukce zprostfedkovana dvéma hlavnimi
signalnimi drahami: v prvni draze se ucastni Jak-STAT tyrozin kinazy, v druhé ras-MAPK —
mitogenem aktivované protein kinazy.

Tyroziny v intracelularni ¢asti gp130 slouzi jako kotevni misto pro STAT proteiny. Vazba
ligandu vede k autofosforylaci JAK kinaz (JAK1, JAK2, TYK2) a k fosforylaci tyrozind na gp130.
Nasledné jsou fosforylovany proteiny STAT3 (STAT1). Tyrozin fosfatiza SHP2 se rovnéZ véze na
fosforylovany gp130 a vytvaii spojku mezi IL-6 a MAPK kinazovou drahou (545-547).

Bylo prokazano, ze STAT3 signalizace obecné chrani ptfed apoptézou a podporuje
proliferaci bun¢k regulaci gent, jako je bcl-xl, mcl-I, c-myc a cyklin d1 (548-551). Protoze aktivace
STAT3 je mechanismem fidicim bunéény rast, diferenciaci a preziti, u mnohych nadord je
dysregulace STAT3 piicinou agresivniho ristu a proliferace. Z tohoto vztahu také vyplyva mozny
podil IL-6 na nadorovém bujeni (552).
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1.8.4 Funkce IL-6/IL-6R-gp130

I kdyz byl piavodné objeven jako diferencia¢ni faktor B bunék nezbytny k dozrani
v protilatky produkujici buiiky, IL-6 ovliviiuje celou fadu dalsich bunék exprimujicich receptor pro
IL-6 jako jsou monocyty, lymfocyty, hepatocyty, hemopoetické progenitorové bunky a nervové
bunky (553-557). IL-6 ma vliv na hypermetabolismus proteinti a inhibuje biosyntézu lipida
v adipocytech. Disledkem takového ucinku systémové produkovaného IL-6 (spolecné s dalSimi
proteiny z ,,IL-6-like* rodiny) je indukce kachexie (558-560).

Pomérné dlouho je znamo, Ze IL-6 se uplatituje v pocatcich zanétu, kdy indukuje v jatrech
sekreci proteini akutni faze jako je napf. y-fibrinogen nebo C-reaktivni protein (CRP). Vztah mezi
IL-6 a CRP je dobte pozorovatelny v ptipadé akutni pankreatidy, kdy IL-6 pifedchazi CRP produkci
a mize byt povazovan za ¢asny marker zavaznosti tohoto onemocnéni (561). Chronicky zvySena
hladina IL-6 pak provazi zanétova onemocnéni jako je aterosklerdza (562). Vysoka hladina byla
zjisténa i u mnohych nadorovych onemocnéni, kde koreluje s agresivitou nemoci a s frekvenci
metastaz (563, 564). Vsechna tato onemocnéni do velké miry souvisi se zvySenim produkce VEGF
a exprese povrchovych molekul (ICAM,-1, VCAM-1, E-selektin) na endotelialnich buikach. Vyse
jmenované povrchové adhezni molekuly jsou zodpovédné za migraci leukocyti pies endotel do
mista zanétu (565-567). VEGF pak ma nejen piimou souvislost s angiogenezi, ale pravdépodobné
také s ristem a vaskularizaci aterosklerotického pléatu (568, 569). IL-6 rovnéZ vede k tvorbé ROS,
které samotny zanétovy proces prohlubuji (570).

Diabetes typu Il je onemocnéni znaéné ovlivnéné IL-6, ktery interferuje se signalni
transdukci insulinu za normalnich okolnosti stimulujiciho produkci NO pies Akt/eNOS drahu.
Protoze NO je dulezity vazodilatator s antiaterosklerotickym ucinkem, jeho nedostatek se uplatiuje
pti vzniku endothelialni dysfunkce u nemocnych s diabetem Il (571-573).

PrestoZe zvySend hladina IL-6 provézi mnoha nadorova onemocnéni, a IL-6 je povazovan za
hlavni nadorovy kachexin, paradoxné¢ muze IL-6 hrat roli i v protinadorové imunité, protoze je
spole¢né s TGF-B1 chemotaktickym faktorem pro NK bunky (574, 575).

IL-6 mé& nesporny vliv na adaptivni imunitu, jednak stimuluje proliferaci T lymfocytt a
produkci IL-2 T lymfocyty, a dale je zodpoveédny za diferenciaci Th17 bun€k a terminalni
diferenciaci B bunék v plazmatické bunky (576-580). IL-6 je také potiebnym ristovym faktorem
pro lidské myelomové a plazmocytomové bunky (581-583). I diferenciace neuronti je patrné
ovlivitovana IL-6 (584).

To, ze je IL-6 dulezity faktor v pocatcich infekce, kdy funguje jako hepatocyty stimulujici
faktor, a pozdé&ji se uplatnuje v aktivaci adaptivni imunity, dokazuji IL-6 deficientni mysi, u kterych

je naruSena jak akutni faze prozanétové odpovédi, tak protilatkova produkce (557, 585).
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Zvysena sérova hladina IL-6 byva nalezena v souvislosti se septickym Sokem, kardiogennim
selhavanim, multiorgdnovou dysfunkci i jako nasledek chirurgického trauma, kdy koncentrace

cytokinu koreluje s rozsahem poranéni v dusledku zakroku (586).
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2 CILE

Tato prace prace sledovala dynamiku imunitni odpovédi u kardiochirurgickych pacientt
operovanych pro ischemickou chorobu srdecni. Jako ukazatel zanétové reakce spojené
s chirurgickym zakrokem a pouzitim mimotélniho obéhu byly vybrany jak bunécné, tak solubilni
parametry. Ukolem bylo stanoveni téchto parametri v pIné Krvi i v séru pacientii pomoci priitokové
cytometrie a metody ELISA. Dal§im cilem bylo porovnat imunitni odpovéd’ u dvou skupin pacientti
operovanych s pouzitim mimotélniho ob&hu. V prvnim piipadé byl v naplni mimotélniho ob&hu
pacienti pouzity metylprednisolon, zatimco v druhé skupiné byla napln bez obsahu
metylprednisolonu. Tato prace rovnéz vyhodnotila vliv preexistujicich klinickych faktord na

vybrané ukazatele zanétu a pokusila se zhodnotit vliv zanétové reakce na poopera¢ni komplikace.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Soubor pacienti

Do dvou navazujicich studii byli zafazeni pacienti operovani s pouzitim mimotélniho obéhu za
ucelem revaskularizace myokardu. Pacienti byli operovani v obdobi odr.2005 — 2006, resp.
vobdobi r.2006 — 2008. Do prvni skupiny bylo zahrnuto 20 pacientt, do druhé skupiny 22 pacientd.
Skupiny pacientti byly porovnavany retrospektivné. VSichni pacienti byli operovani stejnym
chirurgickym postupem s pouzitim stejnych systémt mimotélniho ob&éhu. Anesteziologicky postup
a pooperacni péce se u obou skupin rovnéz nelisily. Jedinou zménou v protokolu bylo vytazeni
metylprednisolonu z primarni naplné mimotélniho ob&hu u skupiny pacientd operovanych od r.2006
do r.2008. Vsichni pacienti byli informovani o Ucelu studie, zGc¢astnili se dobrovolné a svou ucast
potvrdili podpisem. Studie byly schvaleny Etickou komisi Fakultni nemocnice, Hradec Kralové.

Do studie byli zatfazeni pacienti, u kterych bylo operac¢ni riziko spocitané pomoci
logistickcho EUROSCORE | mensi nez 5 % a ktefi neuzivali kortikosteroidy. Vylu¢ovacim
kritériem pro zafazeni do studii byla urgentni operace, reoperace a kombinované operace. Rovnéz
pacienti s akutné probihajici infekci, poruchou jaternich funkci nebo funkce ledvin (kreatinin nad

130 pmol/) a malignim onemocnénim nebyli do studie zatazeni.

Tabulka Il: Demograficka a preoperacni data
s metylprednisolonem bez metylprednisolonu p

pacienti (n) 20 22

vék (roky) 68 67 0.17
pohlavi Zzeny/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
pfedchozi 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

Veék, BMI a ejekéni frakce jsou uvadény jako median, ostatni charakteristiky jsou vyjadieny poétem pozitivnich pfipadd (n).

3.2 Operace s mimotélnim obéhem

Vsechny operace byly provedeny ze stfedni sternotomie. Pied zahajenim mimotélniho ob&hu
byl systémové podan heparin (Zentiva, CR) v davce 300 IU/kg s cilem udrzet ACT > 480 s
(Hemochron, Edison, USA). Mimotélni obéh byl zaveden pomoci kanylace vzestupné aorty

arteridlni kanylou (21 F, Edwards Lifesciences, Némecko), pravé siné a dolni duté zily venozni
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dvoustupniovou kanylou (32 F — 34 F) a vzestupné aorty kombinovanou kanylou (vent-
kardioplegie). Mimotélni obéh se skladal z membranového oxygenatoru s vyménikem tepla (Dideco
Mirandola, Italie nebo Maquet Cardiopulmonary AG, Némecko), rota¢ni valeckové pumpy (Sorin
Group, Némecko), kardiotomického-vendzniho rezervoaru a arteridlniho filtru 40 um (Dideco
Mirandola, Italie). Hadice mimot€lniho ob&hu byly z PVC bez hemokompatibilniho povrchu. Pii
navratu krve nebyla pouzita asistovana vendzni drendz. Primarni népli mimotélniho obéhu
obsahovala krystaloidni a koloidni roztoky: 500 ml Hartmanova nebo Ringerova roztoku (B. Braun,
Némecko), 500 ml 10 % rheodextranu (dextran 40 kDa, Iho-Infusia, CR), 80 ml 84 %
hydrogenuhli¢itanu sodného, 20 ml 10 % siranu hofe¢natého, 5000 IU heparinu a manitol v
mnozstvi 1 g/kg vahy téla. V prvni skupiné pacientti (r.2005-2006, ,,s metylprednisolonem*) bylo
soucasti primarni ndpln¢ i 500 mg methylprednisolonu.

Operace byly provadény v celkové normotermii s pritokem krve 2,2 — 2,4 I/m? za min a
stfednim arteridlnim tlakem mezi 55 — 75 mmHg. Po nasazeni svorky na vzestupnou aortu byla do
kofene aorty antegradné aplikovana studend krevni kardioplegie — St. Thomasiv roztok (Sol.
Thomas, Ardeapharma Sevétin, CR) a krev v poméru 1 : 4. Kardioplegie byla opakovana kazdych
20 min pfi neustalém vné&jSim chlazeni srce ledovou tFisti. Po nasiti distalnich anastomoz, byla
odstranéna aortalni svorka. Centralni (proximalni) anastomozy byly nasledné béhem reperfuze
srdce zhotoveny za pouziti tangencialni (nasténné) svorky na vzestupné aorté. Po ukonceni
mimotélniho ob&hu byl heparin vyvazan protamin sulfatem (ICN, CR) v poméru 1 : 1. Pfed sesitim

meékkych tkani byla draténymi kli¢kami provedena osteosyntéza hrudni kosti.

3.3 Anestézie

K Uvodu do anestézie byl intraven6zné podan sufentanil (1 upg/kg; Torrex Pharma,
Rakousko) a propofol (1 mg/kg; FreseniusKabi Deutschland, Némecko). Anestézie byla udrzovana
inhalovanym isofluranem (0,7 — 0,8 %) spole¢n¢ s intravendzné podanym sufentanilem (0,5 pg/kg).
Svalové relaxace bylo dosazeno aplikaci 100 pg/kg cisatrakuria, po celou dobu operace pak
poddvanym v davce 40 upg/kg. Perioperacni antibiotickd profylaxe byla provadéna pouzitim
ampicillin/sulbactam (Pfizer, Némecko) podavanym tésné pied operaci, resp. kazdych 8 h po dobu
24 h.

3.4 Pooperaéni péce

Extubace, podani plazmy nebo erymasy probéhlo na JIP dle standardniho protokolu.

K extubaci doslo pfi obnoveni védomi a svalové aktivity, pii dosazeni uspokojivych oxygenacnich,
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ventilacnich a ob&hovych parametri (stabilni tlak, normalni tepova frekvence, absence znamek
nizkého srdeéniho vydeje): paO2/FiO2 > 150, paCOz2 < 50 mm Hg, systola > 100 mm Hg, tepova
frekvence < 120 tepi/min, srde¢ni index > 2 I/min/m?, krevni ztraty < 50 mil/h, pH 7,3 — 7,5, télesna
teplota > 35, 5°C.

Plazma byla podana pii ztraté krve vice nez 250 ml/h pii predpokladané nebo laboratorné
ovéfené deficienci koagulac¢nich faktort, erymasa pak byla podana pti poklesu hemoglobinu pod

85 g/l. Glukokortikoidy nebyly v poopera¢nim obdobi podany.

Komplikace béhem operace a po operaci byly definovany:
Syndrom nizkého minutového vydeje
- metabolicka acidoza

- klinicke projevy

Perioperacni infarkt myokardu
- poruchy kinetiky myokardu (echokardiografie, EKG)

- zvySeni enzymt myokardidlniho poskozeni (troponin T, kreatinkinaza)

Akutni respiracni insuficience (pii FiO, 0,6)
- neadekvatni ventilace (paCO, > 50 mm Hg)

- neadekvatni oxygenace (paO, < 60 mm Hg)

Akutni plicni poskozeni
- paO,/FiO,< 300
- akutni dechova tiseni

- prikaz na RTG

Oxygenacni dysfunkce
- saturace hemoglobinu kyslikem < 90 %

- nutnost ventilace
Akutni poSkozeni (selhani) ledvin

- diuréza < 0,5 ml/kg/h po dobu vice nez 12 h

- serovy kreatinin > 176 umol/l
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SIRS
- teplota < 36°C nebo > 38°C
- tachypnoe > 20 vdechi/min
- tepové frekvence > 90 tepti/min
- podet leukocytii < 4 x 10%1 nebo > 12 x 10%/1

- klinické ptiznaky jako SIRS

- prukaz mikrobidlniho agens

3.5 Sbér vzorku

Krev byla shirdna z podkli¢kové zily pied operaci, pfi zavedeni a ukon¢eni mimotélniho
ob&hu a po ukonceni operace. V poperaénim obdobi — prvni, tieti a sedmy pooperacni den byla krev
sbirdna z brachialni zily. Ke sbéru krve byly pouzity odbérové zkumavky Vacutainer (BD, Velka
Britanie) obsahujici nebo neobsahujici heparin. Heparinizovana krev byla ihned vyuzita k analyze
povrchovych znakt pomoci pratokové cytometrie, zatimco krev ve zkumavkach bez heparinu byla
koagulovana cca 1 h pfi pokojové teploté. Sérum bylo oddé€leno od krevnich elementl centrifugaci

10 min pfi 1000 g. Poté byly vzorky séra az do zpracovani zamraZeny pii -80°C.

3.6 Stanoveni poctu bunék

50 pl heparinizované krve bylo ptidano k 450 pl Tiirkova roztoku a pocet bunék byl spocitan

v Birrkeroveé komirce pii 40x zvétSeni. Postup byl opakovan 2x.

3.7 Pritokova cytometrie
3.7.1 Kit Leuko64

Heparinizovana venézni krev (50 pl) byla 10 min inkubovadna s 50 pl smési mysich
protilatek bez ptistupu svétla, pii pokojové teploté. Jednalo se o protilatky proti lidskému antigenu
CD64, klon 22 a32.2, znacené FITC a antigenu CD163, klon Mac-158, znacené PE. Poté byly
erytrocyty lyzovany 1 ml chloridu amonného (NH4Cl) 15 min a dale byly pfidany fluorescen¢ni
kulicky (5 pl). Protilatky, lyzacni roztok i kuli€ky byly soucasti kitu Leuko64 (Trillium Diagnostics,
USA). Kuli¢ky znac¢ené FITC, PE a StarRed byly pouzity také ke kalibraci pfistroje, ¢imz bylo
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dosazeno intra i interlaboratorni reproducibility vysledkii. Krev byla vySe uvedenym postupem
zpracovana v nejkrat§im Casovém intervalu po odbéru a exprese povrchovych znakii byla ihned
méfena na prutokovém cytometru FACSCalibur (BD, USA). K analyze dat byl pouzit vyrobcem
dodany program (QuantiCALC software, Trillium Diagnostics, USA). Jednotlivé populace
leukocytl byly programem rozliSeny na zaklad¢ velikosti, morfologie a odlisné exprese CD163,
populace kuli¢ek byla odlisena od bunék na zaklad¢ velikosti a fluorescence StarRed, obrézek 1, 2,
3. Hodnoty fluorescence jsou vyjadieny indexem vychazejicim z porovnani fluorescence kulicek a

znacenych bun¢k.
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On the FS vs log SS histogram, the bead population should be positioned at the start of the third decade on log side scatter signal and at
channel 85-100 on forward or low angle scatter signal (on 256 scale use channel 20-25).

The threshold to exclude platelets and red cell debris will be set on log SS using lymphocytes. The discriminator on log SS should be set
just to the left of the lymphocyte population.

Acquisition and Storage settings should be adjusted to allow for collection of 50,000 ungated events. Setting resolution at 1024 is
generally recommended, but is required when using Beckman Coulter Cytomics™ FCS500 or BD Biosciences FACSCanto™ cytometers.

Obréazek 1: Nastaveni cytometru pomoci kalibraénich kulicek.
Hodnota fluorescence kuli¢ek V kazdém detektoru byla nastavena dle protokolu vyrobce.

sedmy den
tieti den
prvni den
po operaci

pred operaci

Obrazek 2: Priklad zmény exprese CD163 (MFI) na monocytech u pacienta operovaného s MO bez
metylprednisolonu
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Obrazek 3: Vyhodnoceni vzorku v analyzacnim protokolu

Indexy fluorescence kuli¢ek jsou stalé hodnoty. Monocyty ve vzorku slouzi jako pozitivni kontrola (CD64
index > 3), zatimco lymfocyty jako negativni (CD64 index < 1). Granulocyty s CD64 indexem < 1 se vyskytuji
u zdravych jedinc(, granulocyty s CD64 indexem > 1,5 u sepse.

3.7.2 Stanoveni procenta monocytl a granulocytu

Procento monocyti bylo V populaci leukocytii sledovano pomoci mysi monoklonalni
protilatky (IgG2b) proti lidskému antigenu CD14, klon M@P9, znafené¢ PerCP (BD, USA).
Populace granulocyti byla urcena podle morfologie a jako populace slabé exprimujici CD14,
obrazek 4. Inkubace 50 ul krve s 10 ul protilatky probihala 15 min (bez pfistupu svétla, pii
pokojové teplot¢), poté nasledovala 10 min lyza 200 pl roztokem NH4CI (Optilyse, Immunotech,
Francie) a promyti 5 min pfi 300 g opét pi1 pokojové teploté. Vzorek byl thned méfen na
pratokovém cytometru za vyuziti programu CellQuest (BD, USA). Data namétena u vSech pacienti
skupiny byla hromadné analyzovdna programem FlowJo (TreeStar, USA). Pro =zajiSténi
intralaboratorni reproducibility byl cytometr byl kalibrovan kuli¢kami CaliBrite (BD, USA) pomoci
programu FACSComp (BD, USA), obrazek 5.
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Obrazek 4: Exprese povrchovych proteint na monocytech byla stanovena na CD14bright populaci

3.7.3 Stanoveni exprese TLR2, TLR4 a CD95

Laboratorni postup a akvizice dat probihala jako u stanoveni procenta monocyti a
granulocytd s rozdilem pouziti jinych monoklonalnich protilatek, které byly pfidavany k plné krvi
v poméru 1:10. K detekci TLR2 byla pouzita mys$i protilatka (IgG2a) proti lidskému antigenu
TLR2, klon TLR2.3, zna¢ena PE (Serotec, UK). K detekci TLR4 byla pouzita mysi protilatka
(IgG2a) proti lidskému antigenu TLR4, klon HTA125, znacena PE (Serotec, UK). K detekci CD95
byla pouzita mysi protilatka (IgG1) proti lidskému antigenu CD95, klon LT95, znacenda FITC
(Exbio, CR). Data byla rovnéz hodnocena programem FlowJo. Exprese TLR2, TLR4 a CD95 byla
vyjadfena stiedni intenzitou fluorescence (median fluorescence intensity, MFI), piiklad — obrazek
6.
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Obrazek 5: Pouziti softwaru FACSComp ke kalibraci pfistroje a zjisténi pfesvitu ve fluorescenénich kanalech
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Obrazek 6: Koexprese CD14, TLR2 a CD95 na monocytech u pacienta operovaného s MO bez
metylprednisolonu (tfeti pooperacni den)
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Standards curve used:

STANDARD Status Absorb. Conc. unit %CV Std Dev
0.000 Mean ----- @ ----- o | mimeem ==
3.200 Mean 120.00  3.248 conc. 0.000 0.000
6.300 Mean 181.00 6.934 conc. 0.000 0.000

12.500 Mean 271.00 12.433 Conc. 0.000 0.000

Obrazek 7: Standardni kfivka IL-6 ELISA (pacienti bez metylprednisolonu)

Kalibra¢ni kfivka umoznuje vypocet koncentrace IL-6 podle naméfenych absorbanci (raw data values)
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3.8 Enzymem fizena imunosorbentni analyza (ELISA)

IL-6 a IL-10 byly detekovany v séru pomoci ELISA kita, BMS213/2CE a BMS 215/2CE
(BenderMedSystems, Rakousko). Postup byl nasledujici: IL-6 a IL-10 obsazené v séru byly
zachyceny na vazebnou protilatkou umisténou 96 jamkové desticce a detekovany ptidanou detekcni
protilatkou konjugovanou s biotinem; inkubace s séra s protilatkami probihala 2 h na rotatoru (100
rpm) pii pokojové teploté, pak byla desticka promyta a bylo pfidano HRP-streptavidin (1 h); po
promyti byl pfidan bezbarvy TMB substrat ménici se v pfitomnosti HRP na barevny produkt (15
min, bez pfistupu svétla, pfi pokojové teploté); reakce byla zastavena 1 M roztokem kyseliny
fosfore¢né. Absorbance byla méfena pii 450 nm spektrofotometrem Multiskan RC (Labsystems,
USA) za soucasného pouziti referenc¢niho filtru 620 nm. Data byla zpracovana programem Genesis
(Labsystems, USA), obrazek 7. Sensitivita kitu v piipadé 1L-6 byla 0,92 pg/ml, v pfipad¢ IL-10

pak 0,99 pg/ml. U protilatek nebyla zaznamenana zk¥iZena reaktivita s jinymi antigeny.

3.9 Statistické hodnoceni

K zjisténi dynamiky méfenych parametri byly jejich hodnoty béhem operace a po operaci
porovndvany s predopera¢ni hodnotou u kazdé skupiny pacienti. Hodnoty parametri
Vv odpovidajicich odbérech byly rovnéz porovnany mezi obémi skupinami pacientii. V piipadé
bunécnych parametri TLR2, TLR4, CD95 a sérového IL-6 byly hodnoty béhem operace a po
operaci stanoveny jako procento odvozené od ptedoperacniho odbéru pro kazdého jednotlivého
pacienta, vychozi hodnota pak byla povazovana za 100 %. Sjednoceni slouZzilo k porovnani obou
skupin pacientil.

Normalita dat byla testovana Shapiro-Wilksovym testem, homogenita varianci pak
Levenovym testem. V ramci skupiny pacientii byla data zhodnocena bud’ pomoci analyzy variance
pro opakovana méfeni nebo Friedmanovy analyzy pro znahodnéné bloky. V post hoc analyze byl
vyuzity bud’ Dunnettiv test anebo Wilcoxondv test, popiipadé znamenkovy test. K porovnani
hodnot mezi obéma skupinami pacientd byl pouzity Fisheruv LSD test, jestlize v ptedchozim
ptipadé¢ byl vysledek dvoucestné analyzy variance pro opakovana méfeni signifikantni, anebo
Mann-Whitneytiv, popiipadé Kolmogov-Smirnoviv test, nebyla-li splnéna podminka normality dat
nebo homogenity rozptyld. Korelace byla vyjadiena Pearsonovym nebo Spearmanovym korela¢nim
koeficientem. Demografickd data, preoperacni, operacni a postoperacni charakteristiky byly
testovany t-testem, Mann-Whitneyovym U testem, Fisherovym exaktnim testem a y2 testem. Pfi
mnohonasobném porovnani byla uplatnéna Bonferroniho korekce. Testy byly provadény na hladiné

vyznamnosti 5 %. Typ pouzitého testu stejné jako dosazena hladina vyznamnosti (pokud byl
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vysledek porovnani signifikantni) jsou uvadény vzdy u kazdého jednotlivého porovnani ve
vysledkové ¢asti prace. Programem pouzitym pro statistickou analyzu byla Statistica 9 (StatSoft,
USA).

VSechny hodnoty jsou uvedeny jako mediany, neni-li napsano jinak. Grafy obsahuji
mediany (Ctverec), kvartily (obdelnik) a rozsah neodlehlych hodnot (vousy). Tabulky obsahuji
kvartily a porovnani v ramci uvedené skupiny pacientd. Pfi porovnani procent odvozenych od
skute¢nych hodnot kazdého jednotlivého pacienta neni vychozi hodnota (100 %) v grafech a

tabulkéach zobrazena a rozdily v ramci skupiny nebyly statisticky testovany.
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4 VYSLEDKY

4.1 Detekovaneé parametry

U vsech pacientli byl stanoven pocet leukocytli a procentudlni zastoupeni populace monocyti a
granulocytli. V obou téchto populacich byla méfena exprese povrchovych proteinti: 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 pacienti byly zaznamenany opera¢ni a
pooperacni charakteristiky véetné pooperacnich komplikaci. Hodnoty protizanétovych markert IL-
10 a CD163 byly vyjadieny ve vztahu k pooperacnimu selhdnim orgdni. Hodnoty téchto markert
byly vztazeny také k onemocnéni diabetes mellitus, které se svysokou frekvenci vyskytovalo

v obou skupinach pacientt.

4.1.1 Pocet leukocytl
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Graf 1: PocCet leukocytl v periferni krvi

Pocet leukocytli byl u obou skupin zvySeny béhem celého obdobi sledovani (znaménkovy
test) kromé sedmého pooperacniho u pacienti dne s metylprednisolonem, kdy nebylo toto zvyseni
statisticky vyznamné, graf 1, tabulka 1.

Pti porovnani obou skupin byl prvni pooperacni den u pacientti s metylprednisolonem vyssi
pocet leukocytli nez u pacienti bez metylprednisolonu (173 vs. 124 x 108 bunsk/I; p < 0,05, Mann-
Whitneyiv U test).
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Tabulka 1: Poget leukocytt (x 10%/)
pfed operaci po MO pooperaci prvniden trfetiden sedmyden

o1 61 116 100 133 123 89

pacienti s MP Q2 70 155 139 173 137 106

03 88 217 203 201 158 143

0 - <0.001  <0.01 <0001 <001

o1 50 98 100 105 90 86

o Q2 67 123 124 124 111 102

pacienti bez MP Q3 83 146 152 159 142 119
0 ] <0001  <0.001  <0.001  <0.001  <0.001

Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartilll (Q) a pravdépodobnost (p), s jakou je vysledek statistického
testu signifikantni.

4.1.2 Procento monocytd a granulocytu

skupiny pacientd

s metylprednisolonem bez metylprednisolonu
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Graf 2: Procento monocytu

Procento monocytli bylo u pacienti s metylprednisolonem snizené béhem i1 po ukonceni
operace (p < 0,001, Dunnettiv test), graf 2, tabulka 2. U pacientii bez metylprednisolonu také
doslo ke snizeni procenta monocyti ve stejnych sledovanych ¢asech, navic bylo ale pozorovano
vyznamné zvyseni prvni den po operaci (p < 0,01, znamenkovy test), graf 2, tabulka 2.

Kdyz byly obé& skupiny porovnany, procento monocytd bylo vyznamné vyssi tieti
pooperacni den u pacienti bez metylprednisolonu nez u pacientti s metylprednisolonem (6 vs. 5 %;
p < 0,05, Mann-Whitneytv U test).
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Tabulka 2: Procento monocytu

pfed operaci po MO  pooperaci prvniden tfetiden sedmy den

Q1 4.8% 1.0% 1.7% 3.9% 4.1% 4.6%
Q2 5.5% 2.2% 2.5% 6.1% 4.6% 6.4%

pacienti s MP
Q3 6.2% 3.7% 3.3% 6.8%  5.8% 7.0%
p - <0.001  <0.001
Q1 4.8% 3.6% 3.7% 55%  4.5% 5.0%
pacienti Q2 5.7% 42%  4.5% 6.5%  5.9% 6.1%
bez metylprednisolonu Q3 6.3% 4.6% 5.1% 7.9%  7.3% 7.4%
p R <0.001 <0.01  <0.01

Popis viz tabulka 1.
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Graf 3: Procento granulocytu

Procento granulocytii bylo u pacientii s metylprednisolonem vyznamné zvySené po celé
sledované obdobi (p < 0,001, Dunnettiv test), graf 3, tabulka 3. Nejvyssi procento granulocytt pak
bylo naméfeno prvni pooperac¢ni den. U pacientii bez metylprednisolonu byla dynamika podobna
s rozdilem sedmého poopera¢niho dne, kdy bylo zvySeni statisticky nevyznamné (znamenkovy
test), graf 3, tabulka 3.

Pii porovnani obou skupin bylo tieti den po operaci u pacienti s metylprednisolonem

zjisténo vys$i procento granulocytl nez u pacient bez metylprednisolonu (p < 0,01, Mann-

Whitneylv U test).
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Tabulka 3: Procento granulocytl

pfed operaci po MO pooperaci prvniden trfetiden sedmyden
Q1 50% 68% 75% 79% 73% 55%
L Q2 53% 71% 79% 84% 78% 63%
pacienti s MP
Q3 62% 76% 81% 87% 84% 68%
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Q1 50% 68% 7% 77% 64% 52%
pacienti Q2 55% 74% 79% 79% 69% 59%
bez metylprednisolonu Q3 60% 77% 82% 83% 74% 64%
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Popis viz tabulka 1.
4.1.3 Povrchova exprese proteint
4.1.3.1 Exprese CD163
4.1.3.1.1 Exprese CD163 na monocytech (Leuko64 Kkit)
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Graf 4: CD163 na monocytech

Exprese CD163 na monocytech byla u obou skupin pacientl vyznamné zvySena a

dosahovala maximalnich hodnot prvni poopera¢ni den (p < 0,001, znaménkovy test). Prvni

pooperacni den byla exprese CD163 u pacientd s metylprednisolonem zvySena téméf 4x oproti

pocatecni expresi (indexMFI 40449 vs. 10272), zatimco u pacientll bez metylprednisolonu byla

exprese zvySena piiblizné 2x (indexMFI 20995 vs. 10938). Naopak b&hem operace a sedmy

pooperacni den doSlo u obou skupin ke statisticky vyznamnému sniZzeni exprese CD163

(znaménkovy test), graf 4, tabulka 4.
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Rozdil mezi obéma skupinami pacientti byl pozorovan prvni poopera¢ni den, kdy skupina
s metylprednisolonem dosahovala vysSich hodnot exprese nez skupina bez metylprednisolonu

(indexMF1 40449 vs. 20995; p < 0,05, Mann-Whitneytv U test).

Tabulka 4: CD163 na monocytech (indexMFI)
pred po prvni treti sedmy
operaci po MO operaci den den den
Q1 8618 4512 4053 26208 7836 5405
Q2 10272 5172 4985 40449 12445 6268

pacienti s MP
Q3 11321 5980 5480 58222 20299 7561
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.05
Q1 9464 4989 4372 16321 9510 5653
pacienti Q2 10138 5929 4979 20995 12140 7083
bez metylprednisolonu Q3 11981 6459 5423 29623 13846 8349
p - <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Popis viz tabulka 1.

4.1.3.2 Exprese FcyRI (CD64)
4.1.3.2.1 Exprese FcyRI na monocytech (Leuko64 kit)
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Graf 5: FcyRI na monocytech

Exprese FcyRI na monocytech byla vyznamné zvySena prvni, tfeti pooperacni den a sedmy
pooperacéni den u obou skupin pacientil (testovano Dunnettovym testem), graf 5, tabulka 5,
pfi¢emz maxima dosahovala prvni poopera¢ni den u pacientd s methylprednisolonem (indexMFI

11,6 vs. 8,4) a tfeti pooperacni den u pacientli bez metylprednisolonu (indexMFI 11,9 vs. 7,9).
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Pti porovnani obou skupin byl mezi obéma skupinami pacientl statisticky vyznamny rozdil
v expresi FcyRI tfeti pooperacni den (p < 0,05, Fisherv LSD test). Skupina pacientli bez
metylprednisolonu dosahovala tfeti poopera¢ni den vySsich hodnot exprese FcyRI na monocytech

nez skupina s metylprednisolonem (indexMFI 11,9 vs. 10,5).

Tabulka 5: FcyRI na monocytech (indexMFI)

pfed po po prvni treti sedmy
operaci MO  operaci den den den
Q1 7.5 7.2 6.8 10.6 9.2 8.5
pacienti s MP Q2 8.4 8.7 8.3 11.6 10.5 10.3
Q3 9.7 9.5 9.0 12.9 11.4 11.3
p - <0.001 <0.01  <0.05
Q1 7.0 6.9 7.1 11.0 10.6 8.2
L Q2 7.9 7.9 7.5 11.5 11.9 9.4
pacientibez MP 13 g9 86 86 124 129 106
p - <0.001 <0.001 <0.05

Popis viz tabulka 1.

4.1.3.2.2 Exprese FcyRI na granulocytech (Leuko64 kit)
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Graf 6: FcyRI na granulocytech

Z ptvodni hodnoty 0,8 indexMFI se exprese FcyRI na granulocytech maximalné zvysila
tieti pooperacni den u obou skupin (p < 0,001, znaménkovy test), graf 6, tabulka 6; konkrétné u
pacienti s metylprednisolonem dosahovala 1,5 a u pacienti bez metylprednisolonu 1,3 indexMFI.

U skupiny s metylprednisolonem bylo vyznamné zvySeni exprese pozorovano jiz prvni pooperacni
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den (p < 0,001). Pfi porovnani obou skupin vSak nebyl mezi obéma skupinami pacienti statisticky

vyznamny rozdil v expresi FcyRI na granulocytech (testovano Mann-Whitneyovym U testem).

Tabulka 6: FcyRI na granulocytech (indexMFI)
pred operaci po MO po operaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 0.73 0.75 0.71 0.87 1.22 0.76
pacienti s MP Q2 0.79 0.82 0.82 1.02 1.48 0.88
Q3 0.84 0.96 0.93 1.19 1.70 0.97

p - <0.001 <0.001
Q1 0.70 0.66 0.67 0.73 1.00 0.71
pacienti bez MP Q2 0.82 0.89 0.88 0.87 1.33 0.79
Q3 0.93 1.03 1.08 1.15 1.56 1.06

p - <0.001

Popis viz tabulka 1.

4.1.3.3 Exprese TLR2 (CD282)

4.1.3.3.1 Exprese TLR2 na monocytech
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Graf 7A: TLR2 na monocytech ve skupiné s metylprednisolonem
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Graf 7B: TLR2 na monocytech ve skupiné bez metylprednisolonu

Skupina pacientd s metylprednisolonem dosahovala nejvyssich hodnot exprese TLR2 prvni

pooperacni den (MFI 63 vs. 32). Vyznamnd zména u téchto pacientll byla zjisténa po ukonceni

mimotélniho obéhu a po ukonceni operace, kdy doslo ke snizeni povrchové exprese TLR2 (p <

0,01), graf 7A, tabulka 7. Naopak k vyznamnému zvySeni exprese doslo prvni pooperaéni den (p <

0,05, testovano znaménkovym testem).

Ve skupiné pacientli bez metylprednisolonu nebyla exprese TLR2 na monocytech vyznamné

zvySend v Zzadném odbérovém case, pouze po ukonceni mimotélniho ob&hu a po ukonceni operace

doslo ke snizeni exprese (p < 0,001, testovano Wilcoxonovym testem), graf 7B, tabulka 7.

Tabulka 7: TLR2 na monocytech (MFI)

pfed operaci po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden
Q1 26 7 9 28 19 12
pacienti s MP Q2 32 15 14 64 27 16
Q3 48 21 21 91 37 19
p - <0.01 <0.01 <0.05
Q1 33 16 14 34 40 27
pacienti bez MP Q2 42 26 17 50 53 37
Q3 49 33 23 63 60 49
p - <0.001 <0.001

Popis viz tabulka 1.
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4.1.3.3.2 Porovnani exprese TLR2 na monocytech mezi skupinami pacientt
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Graf 8: Porovnani TLR2 na monocytech mezi obéma skupinami pacientu

Pti porovnani obou skupin se hodnoty exprese TLR2 lisily po ukon¢eni mimotélniho obé&hu,
tieti a sedmy pooperac¢ni den (p < 0,05, Mann-Whitneyiv U test) graf 8, tabulka 8. Skupina
s metylprednisolonem dosahovala niZz§ich hodnot po ukon¢eni mimotélniho ob¢hu, tieti i sedmy den

po operaci pii porovnani se skupinou s metylprednisolonem.

Tabulka 8: TLR2 na monocytech (%MFI)
po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 34 34 117 57 34

pacientis MP Q2 39 37 160 78 43
Q3 45 48 236 106 73

Q1 44 34 86 89 51

pacienti bez MP Q2 59 40 118 124 98
Q3 79 50 156 200 130

Vychozi hodnota pacienta pfed operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbé&rovych €asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartill (Q).
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4.1.3.3.3 Exprese TLR2 na granulocytech
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Graf 9A: TLR2 na granulocytech ve skupiné s metylprednisolonem
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Graf 9B: TLR2 na granulocytech ve skupiné bez metylprednisolonu

U obou skupin doslo ke snizeni exprese po ukonceni mimotélniho obéhu a po ukonceni
operace (p < 0,001). U pacientit s metylprednisolonem pokracovalo snizeni exprese proti ptivodnim
hodnotam az do prvniho pooperac¢niho dne (p < 0,05, znaménkovy test), graf 9A, tabulka 9. Ob¢

skupiny pacienti dosahovaly maximalnich hodnot TLR2 na granulocytech tfeti den po operaci,
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nicmén¢ pouze u pacientll bez metylprednisolonu byla tato zména statisticky vyznamna (MFI 14,1

vs. 1982; p < 0,001; Wilcoxonuv test), graf 9B, tabulka 9.

Tabulka 9: TLR2 na granulocytech (MFI)

pred operaci  po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden
Q1 6 4 4 5 7 6
2 8 5 5 6 11 8
pacienti s MP Q
Q3 12 6 7 8 12 9
p - <0.001 <0.001 <0.05
Q1 12 9 8 10 16 11
N Q2 14 10 10 13 20 13
acienti bez MP
pacienti bez 03 17 11 11 14 23 16
p - <0.001 <0.001 <0.001

Popis viz tabulka 1.

4.1.3.3.4 Porovnani exprese TLRZ2 na granulocytech mezi skupinami pacientt
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: Porovnani TLR2 na granulocytech mezi obéma skupinami pacient

Hodnoty exprese TLR2 na granulocytech se mezi obéma skupinami lisily prvni (p < 0,01),

A4

tieti i sedmy den (p < 0,001). Pacienti bez metylprednisolonu dosahli vyssich hodnot nez pacienti

s metylprednisolonem (Fishertv LSD test), graf 10, tabulka 10.
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Tabulka 10: TLR2 na granulocytech (%MFI)

po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 47 49 64 97 64

pacientis MP Q2 56 61 73 127 81
Q3 70 75 86 141 113

Q1 60 61 71 114 75

pacienti bez MP Q2 72 71 94 138 100
Q3 83 85 108 184 126

Vychozi hodnota pacienta pfed operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbérovych €asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartil( (Q).

4.1.3.4 Exprese TLR4 (CD284)

4.1.3.4.1 Exprese TLR4 na monocytech
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Graf 11A: TLR4 na monocytech ve skupiné s metylprednisolonem
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Graf 11B: TLR4 na monocytech ve skupiné bez metylprednisolonu

Zatimco u skupiny s metylprednisolonem nebyly pozorovany zadné vyznamné zmény

v expresi (Wilcoxontv test), graf 11A, tabulka 11, u pacienti bez metylprednisolonu doslo

Vv pribéhu operace a po ukonceni operace ke snizeni exprese (p < 0,001) a tieti pooperacni den ke

zvyseni exprese TLR4 na monocytech (p < 0,01, znaménkovy test), graf 11B, tabulka 11.

Tabulka 11: TLR4 na monocytech (MFI)

pred operaci

po MO po operaci prvni den

treti den sedmy den

Q1 3.8 2.7 3.2 5.6 4.8 2.5
2 7 4.1 4. 12. 7.1 A4
pacienti s MP Q ° 0 3 3
Q3 8.8 6.2 6.6 18.3 9.3 4.6
p -
Q1 18 14 14 18 21 18
L Q2 22 16 16 20 27 23
acienti bez MP
P Q3 32 20 18 31 37 30
p - <0.001 <0.001 <0.01

Popis viz tabulka 1.
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4.1.3.4.2 Porovnani exprese TLR4 na monocytech mezi skupinami pacientt
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Graf 12;: Porovnani TLR4 na monocytech mezi obéma skupinami pacientd

Prvni pooperacni den byla neocekavané vyssi exprese TLR4 na monocytech u pacienti
s metylprednisolonem, ktera se tak liSila od skupiny bez metylprednisolonu (p < 0,05, testovano

Kolmogorov-Smirnovovym testem), graf 12, tabulka 12.

Tabulka 12: TLR4 na monocytech (%MFI)
po MO pooperaci prvniden ftfetiden sedmyden

Q1 52 43 81 66 33

pacientis MP Q2 67 69 186 124 68
Q3 106 106 298 193 106

Q1 63 57 84 109 83

pacienti bez MP Q2 74 73 98 136 106
Q3 86 79 120 155 135

Vychozi hodnota pacienta pfed operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbérovych €asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartild (Q).
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4.1.3.4.3 Exprese TLR4 na granulocytech
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Graf 13A: TLR4 na granulocytech ve skupiné s metylprednisolonem
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Graf 13B: TLR4 na granulocytech ve skupiné bez metylprednisolonu

Exprese TLR4 na granulocytech je maximalné zvySena treti pooperacni den u obou skupin
pacientli, nicméné jen u pacienti s metylprednisolonem je tato zména statisticky vyznamna (MFI
6,2 vs 4; p < 0,01, Wilcoxoniiv test), graf 13A, tabulka 13. U obou skupin pak dochazi béhem
operace Kk poklesu exprese, ktery u pacientt bez metylprednisolonu pretrvava az do doby po

ukonceni operace (znaménkovy test), graf 13B, tabulka 13.
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Tabulka 13: TLR4 na granulocytech (MFI)
pfed operaci po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 3.4 2.5 2.6 3.9 4.7 3.5
pacienti s MP Q2 4.0 3.3 3.0 4.4 6.2 43

Q3 5.0 4.7 43 4.8 8.3 5.7

D - <0.001  <0.001

Q1 11.2 9.3 9.2 10.7 12.7 10.7
sacient bez Mp Q2 135 10.0 10.9 12.6 15.9 13.3

Q3 16.1 11.2 11.2 14.3 215 15.2

D ; <0.01 <0.01

Popis viz tabulka 1.

4.1.3.4.4 Porovnani exprese TLR4 na granulocytech mezi skupinami pacientu
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Graf 14: Porovnani TLR4 na granulocytech mezi obéma skupinami pacienti

Mezi obéma skupinami nebyl v zadném odbérovém Case statisticky vyznamny rozdil v hodnotach

exprese TLR4 na granulocytech (Mann-Whitney(v U test), graf 14, tabulka 14.

Tabulka 14: TLR4 na granulocytech (%MFI)

po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 65 65 81 106 73

pacientis MP Q2 79 79 102 153 101
Q3 94 95 128 216 148

Q1 67 69 70 101 79

pacienti bez MP Q2 74 77 96 119 97
Q3 87 92 113 152 131

Vychozi hodnota pacienta pfed operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbé&rovych €asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartil( (Q).
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4.1.3.5 Exprese Fas (CD95)

4.1.3.5.1 Exprese Fas na monocytech
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Graf 15A: Fas na monocytech ve skupiné s metylprednisolonem
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Graf 15B: Fas na monocytech ve skupiné bez metylprednisolonu

U pacienti s metylprednisolonem byla exprese Fas na monocytech nejvyssi prvni
pooperacni den (MFI 88 vs. 61; p < 0,05, Wilcoxontav test), graf 15A, tabulka 15, zatimco u

pacient bez metylprednisolonu byla exprese maximalné zvySena tieti pooperacni den (MFI 24 vs.
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17; p < 0,001) a zustala zvySena i sedmy pooperacni den (p < 0,01, Wilcoxoniiv test), graf 15B,
tabulka 15.

Tabulka 15: Fas na monocytech (MFI)

pred operaci  po MO  pooperaci prvniden tfetiden sedmy den

Q1 54 64 64 78 75 59
N 2 61 72 69 88 85 67
pacienti s MP e
Q3 73 79 78 95 99 77
p - <0.05
Q1 15 17 15 16 20 18
pacienti bez metylprednisolonu Q2 17 18 17 18 24 20
Q3 21 21 21 22 27 24
p - <0.001 <0.01

Popis viz tabulka 1.

4.1.3.5.2 Porovnani exprese Fas na monocytech mezi skupinami pacientt
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Graf 16: Porovnani Fas na monocytech mezi obéma skupinami pacientt

Skupina pacientti s metylprednisolonem dosahovala prvni poopera¢ni den vysSich hodnot

pti porovnani Fas mezi skupinami (p < 0,001, Mann-Whitneyav U test), graf 16, tabulka 16.
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Tabulka 16: Fas na monocytech (% MFI)
po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 92 102 129 105 90

pacientis MP Q2 107 115 138 151 107
Q3 127 136 154 167 141

Q1 98 85 91 110 102

pacienti bez MP Q2 107 96 103 128 118
Q3 116 103 119 159 132

Vychozi hodnota pacienta pfed operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbérovych ¢asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartill (Q).

4.1.3.5.3 Exprese Fas na granulocytech
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Graf 17A: Fas na granulocytech ve skupiné s metylprednisolonem
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Graf 17B: Fas na granulocytech ve skupiné bez metylprednisolonu

U obou skupin pacientil byla exprese Fas na granulocytech zvySena tfeti pooperacni den (p <

0,001). U pacientli s metylprednisolonem ptedstavovalo zvySeni exprese jedinou vyznamnou zménu

v expresi Fas (Dunnettuv test), graf 17A, tabulka 17. U pacientli bez metylprednisolonu vSak doslo

po ukonceni mimotélniho ob&hu také ke snizeni exprese (p<0,01, Wilcoxontiv test), graf 17B,

tabulka 17.

Tabulka 17: Fas na granulocytech (MFI)

prfed operaci po MO pooperaci prvniden tretiden sedmyden

Q1 44 41 42 48 62 57

acienti s MP Q2 52 49 46 55 80 68

P Q3 61 57 54 60 94 73
p - <0.001

Q1 16 14 15 15 18 16

L Q2 17 16 16 17 21 17

ti bez MP

pacientibez M7 o3 20 18 19 19 23 20

p - <0.01 <0.001

Popis viz tabulka 1.
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4.1.3.5.4 Porovnani exprese Fas na granulocytech mezi obéma skupinami pacientt
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Graf 18: Porovnani Fas na granulocytech mezi obéma skupinami pacient

Pfi porovnani obou skupin bylo zjisténo, ze pacienti s metylprednisolonem dosahovali vyssi
exprese Fas na granulocytech tfeti a sedmy pooperacni den, avSak pouze hodnoty sedmy poopera¢ni

den byly zvyseny vyznamné (p < 0,01, Kolmogorov-Smirnovuv test), graf 18, tabulka 18.

Tabulka 18: Fas na granulocytech (%oMFI)
po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 76 80 96 124 108

pacientis MP Q2 100 93 103 159 130
Q3 113 108 121 193 132

Q1 87 94 91 111 75

pacienti bez MP Q2 93 98 105 123 84
Q3 98 105 111 135 90

Vychozi hodnota pacienta pfed operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbérovych €asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartild (Q).
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4.1.4 Sérové parametry

4.1.4.1 Interleukin-10
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Graf 19: Porovnani IL-10 u obou skupin pacient(

Hladina IL-10 byla vyznamné zvySena u obou skupin pacientli po ukonéeni mimotélniho
obéhu, po ukonceni operace a prvni poopera¢ni den (znaménkovy test), graf 19, tabulka 19. U
pacienti s metylprednisolonem byla hladina zvySend rovnéz tieti pooperacni den (p < 0,05,
znaménkovy test). NejvysSiho zvySeni IL-10 bylo dosaZzeno po ukonceni operace u pacientl
s metylprednisolonem (441 pg/ml), u pacientti bez metylprednisolonu dosahovala hladina IL-10 jen
o malo vyssi hodnoty po ukonceni mimotélniho ob¢hu (53 pg/ml) nez po ukonceni operace (51
pg/ml). Hodnoty IL-10 se mezi obéma skupinami lisily po ukon¢eni MO (p < 0,01), ukonceni
operace (p < 0,01), prvni pooperacni den (p < 0,05) a tieti pooperac¢ni den (p < 0,05, testovano
Kolmogorov-Smirnovovym testem). Nejvétsi rozdily v hodnotach IL-10 byly mezi obéma
skupinami pozorovany po ukonceni mimotélniho ob&éhu (pacienti s metylprednisolonem vs. pacienti

bez metylprednisolu: 263 pg/ml vs. 53 pg/ml) a po ukonceni operace (441 pg/ml vs. 51 pg/ml).
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Tabulka 19: IL-10 v séru (pg/ml)
pfed operaci po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 0.5 95.8 209.8 12.4 5.5 3.5
acienti s MP Q2 2.8 262.8 441.2 19.1 8.5 4.3
P Q3 4.0 521.1 729.3 28.9 13.1 5.9
p - <0.001 <0.01 <0.001 <0.05
Q1 1.0 30.9 16.7 3.6 11 1.0
pacienti bez MP Q2 1.0 52.7 50.5 7.3 3.0 1.3
Q3 5.8 93.4 140.3 10.6 5.0 54
p - <0.001 <0.001 <0.001

Popis viz tabulka 1.

4.1.4.2 Interleukin-6
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Graf 20: Porovnani IL-6 u obou skupin pacient

Hladina IL-6 byla vyznamné zvySena u obou skupin pacientll po ukonéeni mimotélniho
ob¢hu, po ukonceni operace, prvni pooperacni den a tfeti pooperacni den (znaménkovy test), graf
20, tabulka 20. U pacienti s metylprednisolonem bylo nejvyssiho zvyseni dosazeno po ukonceni
operace (6,9 vs. 1,3 pg/ml), u pacienti bez metylprednisolonu pak prvni pooperacni den (102 vs. 2
pg/ml). Ptiporovnani obou skupin pacientti se hladina IL-6 lisila ve vSech odbérech (p < 0,05,
Kolmogorov-Smirnoviv test). Pacienti bez metylprednisolonu dosahovali vyrazné vyssich hodnot
IL-6 v séru neZ pacienti s metylprednisolonem. Protoze do studie vr. 2006-2008 byli zatfazeni
pacienti, kteti mé&li jiz v po¢atku vyznamné vys$$i hladinu IL-6 (p < 0,05, Kolmogorov-Smirnoviv
test), byla hodnota IL-6 vyjadiena procentudlni zménou (viz Materidl a metody). Timto byly
vylouceny rozdily v pfedopera¢nim odbéru a bylo mozné porovnat dynamiku IL-6 mezi skupinami.

Srovnani pak ukazalo, ze se ob& skupiny lisi po ukonéeni operace a prvni pooperacni den, kdy
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pacienti bez metylprednisolonu dosahuji vy$$ich hodnot nez pacienti s metylprednisolonem (p <

0,05, Mann-Whitneytv U test), graf 21, tabulka 21.

Tabulka 20: IL-6 v séru (pg/ml)
pred operaci po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmy den

Q1 1 3 5 5 2 1
2 1 5 7 6 3 2
pacienti s MP Q
Q3 2 6 9 8 5 3
p - <0.001 <0.001 <0.01 <0.01
Q1 2 10 44 51 14 2
L Q2 2 21 96 102 23 7
acienti bez MP
P Q3 11 58 146 138 36 30
p - <0.05 <0.001 <0.001 <0.05

Popis viz tabulka 1.
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Graf 21: Porovnani IL-6 u obou skupin pacientt

Hladina IL-6 byla vyznamné zvySena u obou skupin pacient po ukonéeni mimotélniho
ob¢hu, po ukonceni operace, prvni pooperacni den a tieti pooperacni den (znaménkovy test; graf 20,
tabulka 20). U pacienti s metylprednisolonem bylo nejvyssiho zvySeni dosazeno po ukonceni
operace (6,9 vs. 1,3 pg/ml), u pacienti bez metylprednisolonu pak prvni pooperacni den (102 vs. 2
pg/ml). Pfi porovnani obou skupin pacientti se hladina IL-6 liSila ve vSech odbérech (p < 0,05,
Kolmogorov-Smirnoviv test). Pacienti bez metylprednisolonu dosahovali vyrazné vyssich hodnot
IL-6 Vv séru nez pacienti s metylprednisolonem. Protoze do studie v r. 2006-2008 byli zatfazeni
pacienti, kteti mé&li jiz v po¢atku vyznamné vys$$i hladinu IL-6 (p < 0,05, Kolmogorov-Smirnoviv
test), byla hodnota IL -6 vyjadifena procentualni zménou (viz Materidl a metody). Timto byly
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vylouceny rozdily v pfedopera¢nim odbéru a bylo mozné porovnat dynamiku IL-6 mezi skupinami.
Srovnani pak ukézalo, Ze se ob¢ skupiny 1isi po ukonceni operace a prvni pooperacni den, kdy
pacienti bez metylprednisolonu dosahuji vysSich hodnot nez pacienti s metylprednisolonem (p <

0,05, Mann-Whitneyuv U test), graf 21, tabulka 21.

Tabulka 21: IL-6 v séru (% pg/ml)
po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmyden

Q1 223 374 229 181 76

pacientis MP Q2 339 498 327 222 156
Q3 601 1071 1111 709 232

Q1 232 1142 1051 146 100

pacienti bez MP ' Q2 585 1913 2305 725 135
Q3 2255 4381 4502 810 367

Vychozi hodnota pacienta pred operaci je 100 %, hodnoty v ostatnich odbérovych ¢asech jsou od ni
odvozeny. Ve sloupcich jsou zobrazeny hodnoty kvartil(i (Q).

4.2 Klinicka data

Tabulka 22: Operacni a pooperacni charakteristiky

s metylprednisolonem bez metylprednisolonu p

pacienti (n) 20 22

trvani operace (min) 208 240 0.08
trvani MO (min) 86 98 0.20
trvani klampéze aorty (min) 40 47 0.27
anastomozy (n) 2 3 0.21
sepse (n) 1 1 1.00
renalni nedostatecnost/selhani (n) 1 2 1.00
respiracni selhani (n) 2 3 1.00
LCO/AMI (n) 3 5 1.00

Trvani operace, trvani MO, klampaZze a poc¢et anastomdz jsou uvadény jako median, ostatni
charakteristiky jsou vyjadfeny pocétem pozitivnich pfipadd (n). Zkratky: AMI, akutni infarkt
myokardu; LCO, nizky minutovy srdecni vydej (nebo znamky)

4.3 Vztah parametru k pre- a pooperacnim charakteristikam

4.3.1 Hodnoty CD163 a IL-10 u pacientl se selhanim organu

Tabulka 23: Exprese CD163 na monocytech (indexMFI) prvni pooperacni den

CD163 bez selhani jeden organ dva a vice organu
s metylprednisolonem (20) 35354 (16) 31999 (2) 84773 (2)
bez metylprednisolonu (22) 21831 (16) 15012 (3) 22109 (3)

Obé skupiny pacientll byly rozdéleny na zakladé pooperacniho selhavani organti . Exprese CD163 v kazdé
podskupiné je dana medianovou hodnotou.
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Tabulka 24: IL-10 v séru (pg/ml) po ukonceni mimotélniho obéhu

IL-10 bez selhani jeden organ dva a vice organu
s metylprednisolonem (20) 213 (16) 595 (2) 613 (2)
bez metylprednisolonu (22) 50 (16) 54 (3) 102 (3)

Popis viz tabulka 23. Koncentrace IL-10 v kazdé podskupiné je dana medianovou hodnotou.

Tabulka 25: IL-10 v séru (pg/ml) po ukonceni operace

IL-10 bez selhani jeden organ dva a vice organu
s metylprednisolonem (20) 428 (16) 1571 (2) 1154 (2)
bez metylprednisolonu (22) 30 (16) 49 (3) 163 (3)

Popis viz tabulka 24.

4.3.2 Hodnoty CD163 a IL-10 u pacientt s diabetes mellitus

s metylprednisolonem bez metylprednisolonu
15000
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Graf 22: Porovnani pfedoperacnich hodnot CD163 na monocytech u obou skupin pacient(i podle pfitomnosti
nebo nepfitomnosti onemocnéni diabetes mellitus, viz Material a metody, tabulka Il.
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Graf 23: Porovnani hodnot CD163 na monocytech prvni poopera¢ni den u obou skupin pacientl podle
pfitomnosti nebo nepfitomnosti onemocnéni diabetes mellitus, viz Material a metody, tabulka II.

Exprese CD163 byla ptedoperacné statisticky nevyznamné vyssi u diabetickych pacientu,
ktefi byli nasledné operovani bez pouZiti metylprednisolonu v priméarni naplni, graf 22. Pooperaéni
exprese CD163 ve skupiné s metylprednisolonem byla ovlivnéna onemocnénim diabetes mellitus.
V této skupiné byly hodnoty pacientti bez diabetu (n = 14) prvni pooperaéni den nevyznamn¢ vyssi
nez u pacientu s diabetem (n = 6). Vliv diabetu ukazuje i porovnani obou skupin pacienti. Zatimco
mezi pacienty s diabetem nebyly rozdily v hodnotach CD163, pfi porovnani pacienti bez diabetu
byla pooperaéni exprese CD163 statisticky vyznamné zvySena pii pouziti metylprednisolonu (p =
0,008, t-test), graf 23. Skupina bez metylprednisolonu zahrnovala devét pacientu s diabetem a

tfinact pacientli bez diabetu.
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Graf 24: Porovnani hodnot IL-10 po ukonéeni mimotélniho obéhu u obou skupin pacientt podle pfitomnosti
nebo nepfitomnosti onemocnéni diabetes mellitus, viz Material a metody, tabulka II.

s metylprednisolonem bez metylprednisolonu
1800 T

1600

1400

1200

1000

800

600 u]

IL-10 v séru (pg/ml)

400 o
200 l
0 (]

-200

bez DM sDM bez DM s DM

Graf 25: Porovnani hodnot IL-10 po ukonéeni operace u obou skupin pacientl podle pfitomnosti nebo
nepfitomnosti onemocnéni diabetes mellitus, viz Material a metody, tabulka Il.

Pii porovnani nediabetickych pacient v obou skupinach (s/bez metylprednisolonu) jsou
sérové hodnoty IL-10 po ukonéeni mimotélniho obéhu i po ukonceni operace ve skupiné
s metylprednisolonem zvySené (p < 0,025 a p < 0,001 Kolmogorov-Smirnoviv test), graf 24, 25.
Podobné zvyseni hladiny IL-10 je pozorovano i po ukonéeni operace u pacientd s diabetem ve

skupiné s metylprednisolonem pii porovnani s pacienty s diabetem bez metylprednisolonu (p <
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0,025, Kolmogorov-Smirnovuv test), graf 25. Rozdily mezi pacienty s diabetem a bez
Vv jednotlivych skupinach nebyly signifikantni. Pocet pacientt s diabetem a bez diabetu je uveden

vyse v textu.
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5 DISKUZE

Kardiochirurgicka operace provadéna s kardiopulmonalnim bypassem piedstavuje vyrazny podnét
pro imunitni systém. Béhem operace i v poopera¢nim obdobi jsou produkovany proteiny, které se
ucastni jak prozanétové, tak protizdnétové odpovédi. Produkce proteinli je meéfitelnd a Casto
dosahuje vyraznych kvalitativnich i kvantitativnich zmén pii porovnani s pifedopera¢nimi
hodnotami. Béhem operace dochazi k nejvétsim zménam hladin protizanétovych solubilnich
markert, nicméné se zvolna zvySuji i prozanétové solubilni markery zanétu. U leukocytl je
detekovano snizeni povrchové exprese proteinti, mnohdy v dasledku odstépovani (shedding)
molekuly proteinu. V pooperacnim obdobi se exprese jak prozanétovych, tak protizanétovych

proteint na leukocytarnich buiikach zvysuje.

5.1 Pocet leukocytu

Zména poctu leukocytu je znamkou probihajiciho zanétu. V kardiochirurgickych studiich je
popsano, ze k naristu poctu leukocyti dochazi jiz pii reperfuzi (587). Aktivované leukocyty jsou
jednak zdrojem cytokini podilejicich se na zanétu a pak pii pfimém kontaktu stimuluji jiné typy
bun¢k. Proto byly mnohé studie vénovany efektu leukocytdrni deplece béhem operace
s kardiopulmondalnim bypassem. Hypotéza, Ze pouziti arteridlniho filtru depletujiciho leukocyty
povede ke snizeni pooperativnich komplikaci, se nepotvrdila (588). Konkrétn¢ ve studii zabyvajici
se vlivem deplece na plicni funkce nebyl zjistén pozitivni ucinek piitomnosti filtru, naopak bylo
paradoxné pozorovano zvyseni elastazy (neutrophil elastase) ve skupiné s filtrem (589). Mnohem
lepsich vysledkli bylo dosazeno, jestlize bylo béhem operace pouzito separatoru krevnich bunek,
ktery odstranoval spole¢né s leukocyty také trombocyty. Ve skupin€é se separatorem byly
signifikantné niz§i hodnoty elastazy, eikosanoidl, thrombin-antithrombin 111 komplexu a D-dimerd;
navic tato skupina vyzadovala pooperac¢né nizsi davky katecholamini a vazodilata¢nich latek (590).
V nasem souboru obou skupin pacienti jsme po ukonceni mimotélniho ob&éhu az do tietiho
pooperacniho dne pozorovali zvySeny pocet leukocytl, ktery vyznamné poklesl az sedmy
pooperacni den, kdy se nadale statisticky neli$il od bazalnich hodnot pied operaci, graf 1,
tabulka 1. U pacienti s metylprednisolonem bylo mozné pozorovat vyrazngj$i zvysSeni poctu
leukocytli nez u pacientd, jimz nebyl metylprednisolon podan. Tento rozdil mezi obéma skupinami
byl dokonce statisticky vyznamny prvni pooperacni den. Nejpocetnéjsi leukocytarni populaci jsou
granulocyty, proto by rozdil mohl byt dan zvySenim poctu granulocytd t¢inkem metylprednisolonu.
Neni vylouceno, Ze pooperacni rozdil v poctu leukocytli byl zplisoben statisticky nevyznamné

vy$$im piedopera¢nim poctem leukocytti ve skupiné pacientii s metylprednisolonem.
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5.2 Procento monocyti

Monocyty jsou dilezitymi fagocytarnimi buitkami, které diky expresi receptorii schopnych
rozpoznavat mikrobidlni vzory citlivé reaguji na pfitomnost takovych molekul. Po stimulaci
mikrobidlnimi produkty, se monocyty a makrofagy stavaji zdrojem celé fady cytokint podilejicich
se na rozvoji i ukonceni zanétové odpovédi.

V literatufe je u kardiochirurgickych pacientli uvadéno operacni sniZzeni poctu monocytl
s naslednou monocyt6zou prvni pooperac¢ni den. Béhem operace se snizuje i povrchova exprese
markert charakteristickych pro monocyty jako je CD14 a HLA-DR (591, 592). Obnoveni exprese
probiha v postopera¢nim obdobi, v jehoz Casné fazi je vSak funkénost monocyti naruSena a
projevuje se neschopnosti monocyti reagovat na podnéty jako stimulace LPS (ex vivo) nebo
bakterialni infekce (in vivo) (593-595). Bylo zjisténo, ze pacienti s pfetrvavajici nizkou expresi
HLA-DR jsou ve vétsi mife nachylni pooperaénim komplikacim (596). Neschopnost obnovit
expresi HLA-DR se objevovala hlavné u pacientl vy$siho véku (nad 75 let) (597).

Na druhou stranu béhem operace dochazi ke zvySovani exprese proteinu CD11b, ktery se
podili na adhezi mezi monocyty a trombocyty (598, 599). Dlouhotrvajici zvySeny po¢et monocytd a
zvysena exprese CD11b na monocytech jsou v poopera¢nim obdobi spojeny s fibrilaci sini (600).

Rapidni sniZzeni procenta monocytil béhem operace jsme pozorovali u obou naSich skupin
pacientt, graf 2, tabulka 2. Pfestoze rozdil v pribéhu operace neni mezi obéma skupinami
vyznamny, u pacientli bez metylprednisolonu byla tendence k menSimu poklesu procenta monocyti
nez u pacientli s metylprednisolonem. V pooperaénim obdobi se hodnoty pfili§ nevzdaluji od
hodnot vychozich, 1 kdyz zvySeni je prvni pooperatni den u pacienti bez metylprednisolonu
statisticky vyznamné. Pfi porovnani obou skupin dosahuji pacienti bez metylprednisolonu
vyznamn¢ vySSich hodnot tieti pooperacni den. Mizeme se proto domnivat, Ze metylprednisolon
VvV primarni ndplni negativné¢ ovliviiuje procento monocytll v periferni krvi a to ve prospéch

granulocytli. Dé&je se tak nejen béhem operace, ale 1 v pooperacnim obdobi.

5.3 Procento granulocytll

Granulocyty piedstavuji dal§i populaci fagocytujicich bunék. VétSinu granulocytli pfitom
tvofi neutrofily. ZvySeni poctu neutrofilii provazi zanétové stavy. Aktivované neutrofily migruji do
mista zanétu, kde se podileji na zanétové odpovédi. Pouziti kardiopulmonalniho bypassu je
provazeno neutrofilii pfetrvavajici az do tfetiho pooperac¢niho dne (601). V naSich skupinach
pacientl jsme detekovali zvySené procento granulocytu jiz v prubéhu operace graf 3, tabulka 3.

Maxima bylo dosazeno prvni pooperacni den. U pacienti bez metylprednisolonu se zvySené
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procento vraci k vychozim hodnotam rychleji a to je ziejmé divodem detekovaného rozdilu, kdy
procento granulocytl bylo tieti poopera¢ni den vyznamné vyssi u pacientd s metylprednisolonem.
Navic ve skupiné bez metylprednisolonu se sedmy poopera¢ni den hodnoty nelisi od
piedoperacnich, zatimco v metylprednisolonové skupiné zUstdvaji stale vyznamné zvySené
(statisticky rozdil mezi obéma skupinami je ale nevyznamny). K podobnému vysledku, kdy
metylprednisolon vede ke zvySeni po¢tu granulocytd, dosla i skandindvska skupina srovnavajici
pouziti metylprednisolonu béhem kardiochirurgické operace s mimotélnim ob&hem (602). Toto
pozorovani je experimentdlné podpofené pracemi zabyvajicimi se uCinkem kortikoidi na
granulocyty. Kortikoidy podporuji  vyplavovani granulocyti z kosti dfené, proliferaci
granulocytarnich progenitorovych bunék a potlacuji apoptozu granulocyti (603, 604).

Prestoze u pacientd dochazi ke zvySeni poctu granulocyti v disledku kardiochirurgického
zakroku, schopnost fagocytovat je u téchto bunék narusena a k jejimu obnoveni dochazi zhruba do
24 hodin po operaci (601, 605). Bylo také potvrzeno, ze schopnost oxidativniho vzplanuti se
u granulocytii snizuje a to az do patého pooperacniho dne. Pfitom je nepravdépodobné, ze je
funkéni inhibice granulocytli zptsobena ucinkem metylprednisolonu. Jak &etné studie ukazuji,
metylprednisolon v mnozstvi pouzivaném pii kardiochirurgickych vykonech neinhibuje fagocytarni
a baktericidni schopnosti granulocyti (606, 607). Lze ptredpokladat, ze fagocytarni aktivita je
snizena v disledku zmény povrchové exprese proteinl. Je zndmo, Ze pouziti mimotélniho ob&hu
sice vede k odstépovani proteinti z povrchu membrany, exprese nékterych proteinti vSak muize byt
velmi rychle obnovena. Bohuzel podle literarnich zdroji jsou udaje o expresi proteint
charakteristickych pro populaci neutrofilt, CD11b, CD16, CD18 a CD62L casto v protikladu. Napf.
zatimco Fung akol. (2008) popisuji poopera¢ni snizeni CD11b a nevyznamné zmény exprese
CD62L, Macey akol. (1997) nachazi zvysenou expresi CD11b a CD62L na neutrofilech jiz po
hoding, kdy byl zapocat kardiopulmonalni bypass (608, 609). Zistava tak otazkou, které proteiny

ovliviluji schopnost fagocyt6zy neutrofill.

5.4 Povrchova exprese proteint
5.4.1 Exprese CD163
5.4.1.1 Exprese 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 dochdzi k vyraznym zméndm exprese CD163 a to jak ve smyslu snizeni, tak
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zvySeni. EXprese se méni u obou skupin pacientd, graf 4, tabulka 4. Operace s mimotélnim
obehem indukuje snizeni exprese CD163 na monocytech v priitbéhu operace. Snizeni je dano hlavné
odstépovanim (shedding) povrchové formy CD163. Proporcionalné hodnoty solubilni formy
(sCD163) narustaji. K identifikaci CD163 jsme pouzili kKlon Mac2-158 protilatky, kterad se vaze jak
na receptor v komplexu sligandem, tak i na receptor bez navazaného ligandu (127). Po
dodatecnych experimentech, pii kterych byl detekovan intracelularni CD163/CD163-ligand,
obrézek 8, je mozné fict, ze sniZzeni povrchové exprese béhem operace neni dano internalizaci

CD163.
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Obréazek 8: Rozdily mezi povrchovou a cytoplazmatickou expresi CD163. Exprese je vyjadfena jako median
fluorescence intesity. Exprese CD163 na monocytech byla detekovana pritokovou cytometrii, kdy bylo
pouzito kombinace povrchového a cytoplazmatického znaceni. Bunky byly pfed permeabilizaci 0,5 %
saponinem fixovany ve 2 % paraformaldehydu. Obrazek zleva do prava ukazuje expresi ha monocytech
pfed operaci, po ukon&eni operace a prvni pooperacni den. Zelené je oznaCena povrchova exprese,
Cervena barva zobrazuje jak povrchovou, tak intracelularni expresi CD163.

Z nasich vysledki je zfejmé, Ze sniZeni exprese CD163, ke kterému dochéazelo v prib&hu
operace a po ukonceni operace, bylo u obou skupin pacientli podobné. Zajimavé je, ze v tomto
obdobi data v nasich souborech pacientli vykazuji velmi maly rozptyl. Da se proto shrnout, Ze
pouziti kortikoidli nevede k ochran¢ povrchového CD163 pied odsStépovanim indukovanym
mimotélnim obéhem (610). K podobnému vysledku dosel i Goldstein a kol. (2003), ktery
pozoroval, ze u CABG pacientli s mimotélnim ob¢hem dochdzi k rychlému uvolnéni CD163 do
plazmy (sCD163) asi hodinu po deklampazi aorty (611). V této studii Sest pacientd obdrzelo bolus
500 mg metylprednisolonu pii tvodu do anestézie, kdezto dvanacti pacientim nebyly podany zadné
glukokortikoidy. U obou skupin pouziti metylprednisolonu nemélo vliv na koncentraci sCD163

V plazmg.
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Piestoze zvySené mnozstvi SCD163 je spojovano se septickym stavem (612), zadna klinicka
souvislost u nasich pacientli nalezena nebyla. Diivodem muze byt fakt, ze koncentrace sCD163
nebyla stanovena pfimo, nybrz byla odvozena na zéklad¢ poklesu povrchového CD163.

Stejn¢ jako skupina vedena Goldsteinem (2003) (611) i my jsme zméfili vyznamné
zvySenou expresi CD163 prvni pooperacni den, u pacientd s metylprednisolonem pak
mnohonasobné. V tomto odbérovém cCase se obé skupiny vyznamné lisi, (p < 0,05). Z toho Ize
vyvodit, ze pouziti metylprednisolonu pozitivné ovliviiuje expresi receptoru pro hemoglobin-
haptoglobin na monocytech. ZvySeni exprese CDI163 pii pouziti mimotélniho ob&hu je
zdokumentovano také dalsimi studiemi (613, 614). Quimby a kol. (2010) charakterizoval fenotyp
monocytl, u kterych dochézi po operaci s MO k aktivaci. Jedna se o monocyty ménici se z fenotypu
CD14""CD163"YHLA-DR"" na CD14""CD163""HLA-DR"" (615). Protoze funkci CD163 je
pohlcovat hemoglobin, takového uc¢inku metylprednisolonu lze vyuZzit u hemolytickych onemocnéni
(616). Vzhledem ke krvaceni provazejici kardiochirurgické operace, muze byt ucinek
metylprednisolonu na pacienty povazovan za piinosny.

Hladina sCD163 je zvySena u diabetikl a obéznich lidi (617). Takovému zjisténi odpovida
skute¢nost, ze hodnoty membranového CD163 jsou u téchto pacientll naopak snizené. Niz§i exprese
CDI163 se predoperatné vyskytovala u naSich diabetickych pacienti (n = 6) ve skuping
s metylprednisolonem, nicméné podobné snizeni nebylo patrné u diabetickych pacientd (n = 9) ve
skupiné bez metylprednisolonu. Naopak exprese byla vysoka, graf 22. Duvodem vSak mohl byt
nizky pocet subjekti v nasich souborech.

U diabetikli se navic vyskytuje ve zvySeném mnoZstvi glykosylovany hemoglobin
(z nejvetsi casti HbAlc), ktery si uchovava pro-oxidacni aktivitu i po vazb&é na haptoglobin (Hp)
(618). Glykosylovany hemoglobin je spojeny s ateroskler6zou a $kodlivost jeho piitomnosti
neptimo dokazuji i studie tykajici se zvySené frekvence kolorektalniho karcinomu (619, 620). Navic
bylo zjisténo, Ze u diabetiki homozygotnich pro Hp2 alelu je clearance Hp2-2-Hb snizend a
mnohonasobné vzrusta riziko kardiovaskularniho onemocnéni (618). U diabetickych pacientd
Vv naSich skupinach (graf 23) je zieteln¢ vidét, Ze exprese CD163 je pooperacné zvySena jako u
ostatnich pacienti. Uéinek metylprednisolonu viak expresi nezvysuje, jako je tomu u pacientll bez
diabetu.

U pacienti S multiorganovym pooperaénim selhavanim se rozdily v expresi CD163
projevily jen ve skupiné¢ s metylprednisolonem, tabulka 23. Nicméné povrchové exprimovany
CD163 by mohl v budoucnu slouzit jako prognosticky marker u kardiochirurgickych pacientti s
pooperacni sepsi. Takovy poznatek jsme bohuzel nemohli ovéfit statisticky, protoze v nasich
skupinach se vyskytovaly pouze dvé osoby. Ve skupiné s metylprednisolonem dosahoval septicky

pacient prvni den po operaci nejvyssich hodnot CD163 viibec - 100022 indexMFI (median hodnoty
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CD163 ve skupiné s metylprednisolonem byl prvni pooperacni den roven 40449 indexMFI; pouziti
jednotky indexMFTI je vysvétleno v metodické ¢asti prace). Vzhledem k naslednému umrti pacienta
béhem prvniho pooperacniho dne, nebyl zafazen do statistického hodnoceni. Ve skupiné bez
metylprednisolonu septickd pacientka dosahovala prvni poopera¢ni den hodnoty 53526 indexMFI
(median ve skupin€¢ byl 20995 indexMFI). Tato pacientka zemfiela tfeti pooperacni tyden a
vzhledem ke kompletnim laboratornim parametrim byla zafazena do statistického zpracovani
namétenych dat. Zrozdilu hodnot CD163 mezi obéma septickymi pacienty a hodnotami
naméfenymi u jednotlivych skupin pacientd vyplyva, Ze hodnota CD163 bude ovlivnéna
podminkami jako je pouziti kortikosteroidli a tento fakt bude ztéZovat standardizaci hodnot pro
pripadné klinické vyuziti. Navic je pravdépodobné, ze exprese CD163 bude odlisnd u riiznych
veékovych skupin, jak naznacuje studie Groselj-Grenc a kol. (2008). V této praci pouzivajici
Leuko64 kit ke stanoveni exprese CD163 dosli k jinemu vysledku, kdy exprese na monocytech
nebyla zvySena u pacientli se SIRS a sepsi v porovnani se skupinou se SIRS a bez sepse (621).
Pokud vSak exprese CD163 na monocytech nebyla kvantifikovdna pomoci Leuko64, ale byla
vyjadiena pouze stéedni intenzitou fluorescence, rozdil mezi obéma skupinami pacientti byl shledan
statisticky vyznamny. Na rozdil od naSich pacientll se zminéna studie zabyvala vékové odlisnou
skupinou (novorozenci a déti se SIRS se sepsi a bez sepse).

Dosud neexistuje model, ktery by navrhoval, jakym zplsobem se CD163 podili na
septickém stavu pacientl. Domnivame se, ze zvySeni exprese CD163 muze predstavovat
mechanismus, jak se vyrovnat s hemolyzou provazejici septicky stav. Dulezitost pfitomnosti CD163
pozitivnich monocyti dokladaji ptipady nemocnych lécenych pro AML pomoci anti-CD33
protilatky konjugované s kelichemicinem (gemtuzumab ozogamicin). Asi u 16 % takovych pacientti
se objevuje sepse Vv dusledku vazné imunosuprese spojené s infekci. Je-li septicky stav provazen
hemolyzou, nemlze byt uvolnény hemoglobin odstraiiovan v disledku neptitomnosti CD163
pozitivnich monocyti koexprimujicich CD33. Toxicky efekt hemoglobinu pak vede k selhavani
organt a smrti (622, 623).

V literatutfe bylo popsano, Ze aktivace CD163 receptoru vede k produkci cytokini. Kromé
indukce IL-6, IL-1p, GM-CSF Philippidis a kol. (2004) detekoval také zvysSeni hladiny IL-10
s maximem 48 h po stimulaci monocytarniho CD163 pomoci komplextd Hp-Hb. Tento ucinek byl
inhibovan pouzitim blokujici protiladtky RM3/1 proti CD163. Prace Philippidis a kol. (2004)
experimentalné potvrdila, ze se vzdy jednalo o komplex Hb-Hpl-1, ktery byl schopen indukovat
tvorbu IL-10, zatimco samotny haptoglobin nebo hemoglobin takovy tc¢inek na produkei IL-10
nemély (614). Ve zminéné studii se nepodafilo vysvétlit mechanismus signalni drahy, jakym
dochézelo k produkci 1L-10 po stimulaci CD163 pomoci Hb-Hp. Pii provadénych pokusech vyslo
nicméné najevo, ze pii jednodenni inkubaci Hb-Hp s monocyty ziskanymi z preoperativniho
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vzorku periferni krve pacienta pied operaci s mimotélnim obéhem dochazelo k nizké produkci IL-
10. Zato pii jednodenni inkubaci s monocyty ziskanymi 24 h po operaci, tedy monocyty, které
intenzivn¢ exprimuji CD163, byla produkce IL-10 mnohondsobné zvysena (613, 614). Protoze
k nejvyssi produkci IL-10 u naSich pacientti dochazelo v pomérné kratkém ¢asovém intervalu po
ukonceni mimotélniho ob&hu (ptiblizn€ 1,5 h) a operace (piiblizn€ 4 h), tzn. takovymi monocyty, na
jejichz povrchu byla expese CD163 snizend v dusledku odStépovani, zda se nepravdépodobné, ze
by IL-10 byla indukovana Hb-Hp/CD163 a pokud ano, pak byl efekt pouze minimalni. Lze se spise

Prace Philippidis a kol. (2004) a studie dalSich vyzkumnych tymt potvrdily, Ze zvySeni
exprese CD163 na monocytech je nasledovano zvysenim hemoxigendzy HO-1 (65, 615). HO-1
(Hsp32) je inducibilni enzym, jehoz produkce je vyvolana celou fadou faktort, kde na prvnim misté
stoji molekula hemu a oxidativni stres. Proto pti kardiochirurgickém vykonu, ktery je provazen
hemolyzou a ischemicko-reperflznim poskozenim, dochazi k vyrazné produkci HO-1. Tento enzym
mé dalezitou Glohu v protizanétové odpovédi, piesto je zajimavym faktem, ze promotorova oblast
ho-1 genu pravdépodobné nese negativni (supresivni) GRE (glucocorticoid response element).
Naproti tomu promotorova oblast konstitutivni isoformy hemoxigenazy ho-2 nese standardni GRE.
Takovy GRE v piitomnosti kortikosteroidi zvySuje produkci HO-2, zatimco negativni GRE
zpusobuje snizeni produkce HO-1 (624-626); podobné snizeni vSak in vivo pozorovano dosud
nebylo. Pfeménou hemu katalyzovanou HO-1 za piitomnosti NADPH, O, a cytochromu P450
vznikd CO a biliverdin, ktery je dale za ucasti biliverdin reduktdzy preménén na bilirubin. Jak CO,
tak biliverdin i bilirubin maji antiinflamatorni u¢inek. Protizanétové vlastnosti CD163 jsou tak dany

nejen schopnosti pohlcovat hemoglobin, ale také indukovat produkci antiinflamatornich molekul.

5.4.2 Exprese FcyRI (CD64)

5.4.2.1 Exprese FcyRIl na monocytech

FcyRI vaze svysokou afinitou IgG, ktery muze byt posléze internalizovan. FcyRI je
exprimovan na buiikdch myeloidni fady a ma dulezitou funkci jak v bunétné, tak humoralni
odpovedi.

Exprese FcyRI se na monocytech zvySuje prvni pooperacni den a ziistava vyznamné zvySena
do konce sledovaného obdobi u obou skupin pacientd, graf 5, tabulka 5. Na rozdil od CD163 je
exprese FcyRI na monocytech vyssi u pacienti bez metylprednisolonu (tfeti pooperacni den).
Protoze exprese FcyRI na monocytech je regulovand IL-10 a IFN-y, mizeme piedpokladat, ze

produkce interferonu byla vys$i u pacienti bez metylprednisolonu (627, 628)
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Pii srovnani s vySe zminénou praci Groselj-Grenc a kol. (2008) (621), kdy u septickych
novorozencli a déti bylo zjisténo signifikantni zvySeni FcyRI na monocytech, bylo u naSich
septickych pacientll takové zvyseni exprese FcyRI na monocytech nejednoznacné. U pacienta ve
skupin¢ s metylprednisolonem hodnota exprese FcyRI zvySena nebyla (7,8 indexMFI prvni
poopera¢ni den, pfiCemz median ve skupin¢ byl 11,6 indexMFI). Naproti tomu pacientka bez
metylprednisolonu dosahovala po celou dobu vyssSich hodnot nez byly hodnoty charakteristické pro

tuto skupinu, viz tabulka I11.

Tabulka Ill: Exprese FcyRI (MFI) na monocytech ve skupiné pacientt bez metylprednisolonu
pfed operaci  po MO po operaci prvniden tfetiden sedmy den
pacientka se sepsi 11.6 13.1 12.6 13.9 12.4 14.7
median.hodnota skupiny 7.9 7.9 7.5 11.5 11.9 9.4
min.- max. hodnot skupiny 4.7-12.6 54-13.1 53-126 94-148 84-152 5-14.7

5.4.2.2 Exprese FcyRI na granulocytech

Exprese tohoto znaku na granulocytech je minimalni u zdravych jedincti. Exprese FcyRI se
ale zvySuje na kvantifikovatelnou uroven pii infekcich. Toho je vyuZzivano napf. pii detekci sepse
(629).

Exprese FcyRI na granulocytech byla ovlivnéna chirurgickym z&krokem, kdy se pfi
porovnani s vychozimi hodnotami vyznamné zvysila tfeti poopera¢ni den u obou skupin, graf 6,
tabulka 6. Pooperaéni zvyseni FcyRI u vSech pacientti znemoznilo detekovat pomoci tohoto znaku
septické pacienty v nasich souborech.

Mezi skupinami pacientd s a bez metylprednisolonu nebyl nalezen rozdil v expresi FcyRI na
granulocytech, pfestoZe v jedné praci bylo pozorovano zvySeni FcyRI na granulocytech po aplikaci
metylprednisolonu (630). Prace se vSak tykala vysokych davek metylprednisolonu. Zda se tedy, Ze
pouziti nizké davky metylprednisolonu, jaké bylo pouZito v naplni mimotélniho ob&hu, neovlivituje
expresi tohoto parametru na granulocytech. Ani jina prace nezjistila vliv podavanych
kortikosteroiddi na expresi FcyRI na granulocytech. Exprese byla zvySovana pouze pii infekci
baktériemi, viry, houbami a mykobaktériemi (631). Dalsi prace pak zjistila, Ze je vyrazny rozdil
v indukci exprese FcyRI, pokud se jedna o bakterialni nebo virovou infekci (632). Na rozdil od
virovych infekci pii bakterialnich dochazi k mnohonasobnému zvyseni exprese FcyRI a proto je u

nechirurgickych pacienti mozné vyuzit tohoto znaku k detekci bakterialnich sepsi.

5.4.3 Exprese Toll-like receptoru 2 (CD282)

5.4.3.1 Exprese TLR2 na monocytech

TLR2 rozpoznava hlavné struktury PAMP na grampozitivnich baktériich, napf.

peptidoglykan a muramyl dipeptid, a kvasinkovy zymosan. Skala rozpoznavanych ligandi je $irsi
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diky schopnosti TLR2 tvofit receptorové komplexy s TLR1 a TLR6. Dokonce se vV literatuie
objevuje pozorovani, kdy TLR2 kooperuje i s jinym receptorem — CD14 (633). Urcita forma
spoluprace byla popsana rovnéz mezi TLR2 a NOD1 a TLR2 a TLR9 (634, 635).

Lidské monocyty exprimuji na svém povrchu TLR2 s vysokou intenzitou pii porovnani
s expresi TLR4. Existuje nékolik publikaci zabyvajicich se expresi TLR u pacientti operovanych
s mimotélnim ob&hem, pricemz se zd4, ze preoperacni charakteristiky pacientli a operacni protokol
mohou podstatné ovlivnit expresi TLR na monocytech. Podobné jako Dybdhal a kol., 2002 i my
jsme pozorovali vyznamné snizeni exprese v pritbéhu operace a kratce po operaci. Prvni pooperaéni
den doslo pak ke zvyseni exprese graf 7A, 7B, 8, tabulka 7, 8 (636).

Na dalsim modelu pak bylo popsano odstépovani TLR4 z povrchu bunék nasledujici po
ischemicko-reperflznim poskozeni (637). Je proto pravdépodobné, Ze ke snizeni exprese TLR2 na
monocytech dochazi stejné jako u TLR4 odstépovanim molekuly receptoru z povrchu, protoze

rovnéz hodnoty intracelularniho TLR2 se v prib&hu operace a kratce po operaci snizuji, obrazek 9
(638).
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Obréazek 9: PFiklad exprese TLR2 v monocytarni populaci u kardiochirurgického pacienta operovaného
s MP. Rozdily mezi povrchovou (ex.) a celkovou expresi (ex.+in.) TLR2 jsou zachyceny graficky i vyjadfenim
intenzity fluorescence. Znaceni bylo provedenou shodnym postupem jako v pfipadé CD163 (obrazek 8).

Jako ve studii autord Dybdhal a kol. (2002) (636) bylo i u obou naSich skupin prvni
pooperacni den zjiSténo zvySeni exprese, ale jen u pacientli s metylprednisolonem bylo zvyseni

statisticky vyznamné. Takové pozorovani mlze byt vysvétleno zvySenym uvoliiovanim IL-10 pii
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pouziti metylprednisolonu. Experimentalné¢ bylo podlozeno, ze IL-10 zvySuje expresi TLR2 na
monocytech (639). Vzhledem k maximalnim hodnotam IL-10 po ukon¢eni mimotélniho ob&hu a po
ukonceni operace se mizeme domnivat, ze metylprednisolon nepiimo ovliviiuje expresi TLR2 na
monocytech.

Regulace exprese TLR2 na monocytech se pfi pouziti, nebo nepouziti metylprednisolonu lisi
I vdalSich poopera¢nich dnech. Tteti pooperaéni den byly hodnoty u pacienti bez
metylprednisolonu stale nevyznamné¢ zvysSené, zatimco hodnoty druhé skupiny klesaly pod vychozi
uroven. Takové monocyty s velmi nizkou expresi TLR2 by mohly pii stimulacich vykazovat nizsi

odpovéd, a u pacienti bychom mohli o¢ekavat zvySeny vyskyt infekei.

5.4.3.2 Exprese TLR2 na granulocytech

Lidské granulocyty exprimuji TLR2 v mnohem niz§ich hodnotadch nez monocyty. Je mozné,
ze regulace exprese TLR2 je odlisna u monocytu a granulocytt. V této souvislosti se Vv literatute
objevuji konfliktni data, ktera mohou byt zptisobena byt jen minimalni kontaminaci izolovanych
granulocyti monocyty. Nekteré studie uvadéji, ze LPS a GM-CSF zvySuji expresi TLR2 na
monocytech, ale na granulocytech je jimi snizovana. Prodlouzena zivotnost neutrofilti a odpovéd’ na
LPS mé pak byt zavisla na ptitomnosti LPS a aktivovanych monocytech (640, 641). Naproti tomu
Kurt-Jones a kol. (2002) zjistili, Ze exprese TLR2 na granulocytech je uc¢inkem GM-CSF zvySovana
a dochdazi k produkci IL-8 a superoxid dismutazy (642). Protoze produkce GM-CSF je pooperaéné u
kardiochirurgickych pacient zvySena, muze se tento ristovy faktor podilet i na pooperacnim
zvySeni exprese TLR2, které je popisovano pii in vitro pokusech (643).

IL-10 piisobi podobné na granulocyty i monocyty. Uginkem IL-10 je exprese TLR2 v obou
populacich zvySovana, na granulocytech je ale efekt mnohem méné vyrazny (639). Je proto mozné,
ze se bé¢hem operace produkovany IL-10 také podili na zvySeni exprese TLR2 u naSich pacienti
V pooperacnim obdobi. Toto zvySeni jsme pozorovali U obou skupin pacientl tfeti pooperacni den,
graf 9A, 9B, 10, tabulka 9, 10. Rozdil proti vychozim hodnotam byl statisticky vyznamny jen u
pacientii bez metylprednisolonu.

V pribéhu operace bylo zaznamenano snizeni exprese take na granulocytech, je tedy
pravdépodobné, ze granulocyty vedle monocyti mohou dal§im zdrojem solubilniho receptoru

TLR2.
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5.4.4 Exprese Toll-like receptoru 4 (CD284)

5.4.4.1 Exprese TLR4 na monocytech
TLR4 tvoii receptorovy komplex s CD14 a MD2 a v tomto komplexu rozpoznava LPS (lipid

A), ktery je charakteristickym stavebnim prvkem buné¢né stény gram-negativnich bakterii. LPS je
pii rozpoznani navazany na plazmatickou bilkovinu LBP. Pfitomnost TLR4/MD2/CD14
receptorového komplexu je typickd pro monocyty a makrofagy. Pfestoze po rozpoznani LPS
doch&zi k rozvoji zanétu provazeného produkcei cytokint (TNFa, IL-6, IL-10) a ke zménam exprese
povrchovych proteinti, intenzita exprese TLR4 se v pocateéni fazi neméni (644). Opakované nebo
vysoké davky LPS casto vedou k neodpovidavosti bun¢k. Rozdily v odpovédi monocytii nejsou
ovlivnény jen mnozstvim LPS, ale jsou dany taky rliznym charakterem lipidi A a rozdily
v aminokyselinovych sekvencich rozpoznavacich receptorti, stejné¢ jako polymorfismy molekul
ucastnicich se piislusnych signalnich drah (645).

Shodné¢ se studii Dybdahl a kol. (2002) (636) i my jsme naméfili snizeni exprese TLR4 na
monocytech v prubéhu operace a kratce po ukonéeni operace, obrazek 10. Podobn¢ jako u jinych
typt uvoliiovanych receptort, i v ptipadé TLR4 je odstépovani pravdépodobné indukovano aktivaci
pfislusnych enzymi pii pouZziti mimotélniho obéhu. Prvni pooperacni den byla exprese TLR4 na
monocytech upregulovana, tak jako ve zminéné studii Dybdahl a kol. (2002). U pacienti bez
metylprednisolonu vSak bylo maximélnich hodnot dosaZeno tfeti pooperac¢ni den stejn¢ jako u

exprese TLR2 na monocytech, graf 11A, B, 12, tabulka 11, 12.
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Obrazek 10: Priklad exprese TLR4 v monocytarni populaci u kardiochirurgického pacienta operovaného
s MP. Rozdily mezi povrchovou (ex.) a celkovou expresi (ex.+in.) TLR4 jsou zachyceny graficky i vyjadienim
intenzity fluorescence. Znaceni bylo provedenou shodnym postupem jako v pfipadé CD163 (obrazek 8).
TLR4 neni v intracelularnim prostoru monocytl lokalizovan zdaleka v takovém mnozstvi jako TLR2.

5.4.4.2 Exprese TLR4 na granulocytech

Granulocyty stejn¢ jako monocyty exprimuji TLR4 a CDI14. Oproti monocytim je vSak
exprese obou molekul na granulocytech nizsi. Nicméné i v granulocytarni populaci jsme pozorovali
zmény exprese v pribéhu operace a v pooperacnim obdobi. Podobn¢ jako TLR2 na granulocytech i
exprese TLR4 je snizena v pribéhu operace, pravdépodobné diky odstépovani TLR4 z povrchu
granulocytd, a nejvyssich hodnot je u obou skupin pacientd dosazeno tieti pooperacni den, graf
13A, B, 14, tabulka 13, 14.

Studium TLR2 a TLR4 pomoci koimunoprecipitace a ,,enzyme fragment complementation*
sice prokazalo interakci t€chto dvou receptorti, nicméné dostupna literatura nezminiuje koexpresi
obou molekul na nativnich bunikach (646). Dukaz se vyskytuje jen nepiimy, kdy dochazelo
k inhibici absorpce HCO3 puisobenim LPS, jen kdyz byl zaroven s TLR4 koexprimovan TLR2 na
bunkach specifickych renalnich tubuld (647). Piesto jsme v jedné z naSich praci zahrnujici skupinu
pacientii bez metylprednisolonu pozorovali korelaci hodnot TLR2 a TLR4 na monocytech a
granulocytech po ukonceni mimotélniho ob&hu, po ukonceni operace, prvni a tfeti pooperacni den,

tabulka IV. Je tedy mozné, Ze oba geny regulovany velmi podobnymi mechanismy (638).

Tabulka IV. Korelace TLR2 a TLR4 (MFI) ve skupiné pacientd bez metylprednisolonu
po MO po operaci prvniden tfeti den

granulocyty 0.57 0.51 0.72 0.69
monocyty 0.73 0.73 0.74 0.77

Korelace je vyjadfena Spearmanovym korelaénim koeficientem, p<0,05

5.4.5 Exprese Fas

5.4.5.1 Exprese 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 pritomnost jinych molekul, jako je tfeba DcR3. DcR3 rovnéz
vaze FasL, a pfestoze je nejcasteji tento receptor spojovan s inhibici apoptdzy, lze jej povazovat za

molekulu s antiinflamatornimi vlastnostmi (329, 648). Nov¢é byva tento receptor spojovan se

-94 -



schopnosti odliSeni SIRS od septickych stavli a progndézy u nemocnych s akutnim respiracnim
syndromem (649, 650).

Signalizace Fas je také zavisla na typu bunéck, u kterého dochéazi ke stimulaci receptoru.
V piipadé kardiomyocyti Fas indukuje apoptézu alternativni cestou, kdy dochazi k aktivaci
kaspazy-3. Ligace Fas na kardiomyocytech je piitom kostimula¢nim signalem, ktery samostatné
nevede k apoptdze. Pouze soucasna inhibice transkripce ma za nasledek apoptéozu kardiomyocyti.
Z toho vyplyva, ze kardiomyocyty béhem ischemicko-reperflzniho poskozeni potiebuji dalsi
signaly jako napft. aktivaci TLR, protoze ligace Fas receptoru neni dostateCnym impulsem pro
navozeni jejich smrti (651). V ptipadé lymfocyti v periferni krvi bylo pfi in vitro pokusech zjisténo,
ze sice IL-1B, IL-2, TNF-a, IFN-y vedou ke zvyseni exprese Fas, ale buiiky nepodléhaji apoptoze,
pravdépodobné z divodu zvysené exprese antiapoptotické molekuly Bcl-2 (652). Obvykle je vSak
zvySena exprese Fas spojena s aktivaci bunck, jejichz funkce v zanétové odpovédi miize byt
regulovana pravé apoptdzou. Proto neni prekvapujici, ze kardiochirurgickd operace s mimotélnim
ob&éhem, ktera je vzdy provadzena intenzivnim zanétem, vede ke zvySeni exprese Fas. U naSich
pacientl jsme pozorovali stimula¢ni vliv metylprednisolonu na pooperacni zvysSeni exprese Fas na
monocytech, graf 16, tabulka 16. Ve skupiné s metylprednisolonem doslo k ¢asnému zvyseni
exprese Fas na monocytech a to prvni pooperacni den. Exprese v této skupiné zlstala zvySena i tieti
pooperaéni den, tfebaze nevyznamné, graf 15A, tabulka 15. Ve skupiné bez metylprednisolonu
doslo k podobnému zvySeni o den pozdéji a exprese zistala zvySena az do sedmého pooperaéniho
dne, graf 15B, tabulka 15. Mezi obéma skupinami byl rozdil pravé prvni poopera¢ni den, kdy
pacienti s metylprednisolonem dosahovali mnohem vys$sich hodnot v expresi. Skupina Schmidt a
kol. (2001) popisuje mechanismus uc¢inku metylprednisolonu na stimulaci exprese Fas u monocyti.
Podobné zvySeni tato skupina pozorovala 1 u exprese FasL a naslednou zvySenou icidenci apoptozy
(653). Vzhledem k tomu, Ze fasl gen nese dva negativni GRE, je otdzkou, zda je toto pozorovani
relevantni.

Exprese Fas na monocytech se v prubéhu operace neméni ani u jedné skupiny pacienti.

| kdyZ je zndma existence sFas, kdy ke zvySeni v plazmé€ dochazi u nékterych onemocnéni, u
kardiochirurgickych pacientll ke sniZzeni exprese na monocytech nedoslo a to ptes fakt, Ze celd fada
povrchovych receptori je v priibéhu operace z monocytl odstépovana.

U pacientt se SIRS a multiorganovou nedostate¢nosti byla zjisténa zvySena exprese jak Fas,
tak FasL na monocytech (330). Je pravdépodobné, ze Fas signalizace hraje uritou roli i u
septickych pacienti. Hodnoty Fas na monocytech jsou u naSich septickych pacientli vyjadieny
v tabulkach. Zatimco septicka pacientka zafazena ve skupiné bez metylprednisolonu dosahovala po

celé obdobi nejvyssich hodnot Fas na monocytech, u pacienta ve skupin¢ s metylprednisolonem
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byly naméfeny nejvyssi hodnoty pouze pied operaci a po ukonceni mimotélniho obchu, poté

klesaly, tabulka V a VI.

Tabulka V: Exprese Fas (MFI) na monocytech ve skupiné pacientli s metylprednisolonem

pred operaci po MO  pooperaci  prvniden
pacient se sepsi 122 91 70 58
median.hodnota skupiny 61 72 69 88

Tabulka VI: Exprese Fas (MFI) na monocytech ve skupiné pacientli bez metylprednisolonu
pred operaci poMO pooperaci prvniden tfetiden sedmy den

pacientka se sepsi 37 35 28 30 41 27
median.hodnota skupiny 17 18 17 18 24 20

Béhem sepse bylo prokazano zvysSeni exprese Fas na monocytech. Interakce Fas-FasL se
ziejmée podileji 1 na lymfopenii. Pfi studiu sepse byva vyuzivano zvifeciho modelu CLIP, ,,caecal
ligation and puncture®, ktery nejblize pripomind odpovéd’ u septickych pacienti. Pravé na tomto
modelu bylo zjisténo, Ze zablokovani signalni drahy Fas v pozdéjsi fazi (12 h po indukci) sepse
vede k zvySeni pieziti. Zablokovani se projevovalo potlaéenim apoptdézy Kupfferovych bunék,
snizenim koncentrace IL-10 produkovaného Kupfferovymi bunikami a snizenim hodnot jaternich

enzymtl. Proto existuje domnénka, Ze tato ochrana je tkanové specificka (391, 654).

5.4.5.2 Exprese Fas na granulocytech

Fas je exprimovany celou fadou bun¢k vcetné granulocytd. ProtoZe podstatnou cCést
granulocytl tvoii kratce zijici neutrofily, da se predpokladat, ze Fas bude hrat vyznamnou ulohu
v regulaci po¢tu neutrofili a bude se ve zvySené mife objevovat na neutrofilech smétujicich
k apoptéze. Narozdil od monocyti exprese Fas na granulocytech béhem operace s mimotélnim
obéhem klesa a tfeti pooperacni den dosahuje maxima u obou skupin pacienti, graf 17A, B,
tabulka 17. Je zajimavé, ze také u granulocyti vede metylprednisolon k vyssi expresi Fas, ktera
oproti skupin¢ bez glukokortiodd zdstava vyznamné zvySena i sedmy poopera¢ni den, graf 18,
tabulka 18.

Uvadi se, ze neutrofily septickych pacientii jsou necitlivé k Fas indukované apoptoze.
V literatute jsou dostupné informace tykajici se zvySené koncentrace sFas v séru pacientl se sepsi
(655). V tabulce VII a VIII je zachycena exprese Fas na granulocytech septickych pacient a
exprese Fas na granulocytech charakteristickd pro danou skupinu kardiochirurgickych pacientt.
Zatimco z prvni tabulky je patrné, Ze exprese Fas u pacienta se sepsi nebyla vyrazné odlisna od
exprese Fas ve skuping, septicka pacientka v nasledujici tabulce dosahovala nejvyssich hodnot Fas

v rdmci skupiny bez metylprednisolonu.
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Tabulka VII: Exprese Fas (MFI) na granulocytech ve skupiné pacient s metylprednisolonem

pfed operaci po MO  pooperaci prvni den
pacient se sepsi 60 57 42 71
median.hodnota skupiny 52 49 46 55

Tabulka VIII: Exprese Fas (MFI) na granulocytech ve skupiné pacientl bez metylprednisolonu
pfed operaci po MO pooperaci prvniden tfetiden sedmy den

pacientka se sepsi 33 22 20 22 33 22
median.hodnota skupiny 17 16 16 17 21 17

5.5 Sérove parametry

5.5.1 Interleukin-10

Hlavnim zdrojem IL-10 jsou monocyty, ze kterych je tento interleukin uvoliiovan po
stimulaci receptorového komplexu TLR4/MD2/CD14. Diilezitou tlohou IL-10 je utlumeni zénétu,
které probiha nékolika riiznymi mechanismy. Zajimavym faktem je, Ze buiiky pod vlivem IL-10
nezistavaji pasivni, ale jsou stale schopny vyvazovat cytokiny v okoli, aniz by doslo ke spusténi
ptislusnych signalnich drah (478, 656). Tato vlastnost ptedstavuje dal$i troven protizanétového
ucinku IL-10. Neni ptekvapujici, Ze produkce IL-10 je zvySovana plisobenim glukokortikoidl. Jak
vSak bylo zjiSténo u skupiny, kde nebyl pouzity metylprednisolon, IL-10 je uvolfiovan jiz pfi
pouziti samotného mimotélniho obéhu béhem kardiochirurgické operace. Koncentrace IL-10 pfitom
velmi rychle reaguje na typ chirurgického zakroku a hodnoty IL-10 se zvysuji jiz po ukonceni
mimotélniho ob&hu, graf 19, tabulka 19. U pacientd s metylprednisolonem ztstava hladina I1L-10
zvySena az do tietiho pooperacéniho dne. Hodnoty IL-10 ve skupiné s metylprednisolonem jsou
mnohem vys$i a vyznamné rozdily nachdzime od ukonceni mimotélniho obéhu aZz do prvniho
pooperacniho dne.

U pacientl s metylprednisolonem je pooperacni koncentrace IL-10 ovlivnéna pfitomnosti
onemocnéni diabetes mellitus. U diabetickych pacienti pooperaéné nenastdva natolik vyrazné
zvySeni hladiny IL-10 jako je tomu u pacientti bez diabetu, graf 25.

ZvySena hladina IL-10 byva u kardiochirurgickych pacientd spojovana Se sepsi a
S pooperacnim selhavanim organt. Tato korelace byla vztazena k polymorfismu na pozici -1082
(A/G substituce) v promotorové oblasti IL-10. G alela byva spojovana s nizs§i produkci IL-10 a nizsi
pravdépodobnosti rozvoje sepse (423, 425). Korelaci mezi vysokou koncentraci IL-10 a sepsi jsme
u nasich skupin pacientli nepozorovali — hodnoty IL-10 u septickych pacientd nebyly vyssi nez
hodnoty typické pro danou skupinu. Piestoze data v tabulkach 24 a 25 postradaji statistickou
signifikanci pro maly pocet pozorovani, ukazuji, ze u pacientll s poopera¢nim selhavanim organt

byla koncentrace IL-10 vyssi uz po ukonceni mimotélniho ob&éhu. Vyrazné zvysena koncentrace
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pak byla zméfena po ukonceni operace v obou skupinach pacientd. Pfitom neni jisté, jakou roli
Vv pooperacnich komplikacich IL-10 sehrava. Vysledky riznych klinickych studii jsou v protikladu
(657, 658). Podobn¢ je tomu u zvifecich modelt, kde se objevuji konfliktni data. Nékteré studie
piisuzuji IL-10 ochranou roli, napt. pfed nastupem ireverzibilniho Sokového stavu, zatimco dalsi

studie povazuji IL-10 za pfic¢inu septického Soku (659, 660).

5.5.2 Interleukin-6

Stejné¢ jako IL-10 také IL-6 je produkovan po stimulaci komplexu TLR4/MD2/CD14.
K produkci IL-6 doch&zi také po stimulaci FcyRI (661). IL-6 je povazovan za ptevazné prozanétovy
cytokin, nicmén¢ jeho uclinkem je indukovéna exprese rovnéz protizanétovych molekul, jako je
napf. haptoglobin (101). Hlavnim zdrojem IL-6 jsou buiky monocyto-makrofagové linie a
endotelialni bunky (662).

IL-6 v séru béhem operace stoupa a nejvyssich hodnot dosahuje po ukonceni operace a prvni
pooperac¢ni den v obou skupinach pacientd, graf 20, tabulka 20. Pfitom se zda, ze pouziti
metylprednisolonu snizuje produkci IL-6. Mezi obéma skupinami pacientti je po ukonceni operace a
prvni pooperacni den vyznamny rozdil v dosaZzenych hodnotach IL-6, které jsou u pacientll bez
metylprednisolonu zna¢né vyssi, graf 21, tabulka 21. K podobnému vysledku dospéla i studie
Kawamura a kol. (1995). V této studii vSak byly pacientim pied zavedenim mimotélniho ob&hu
podavany vysoké davky metylprednisolonu — 30 mg/kg (663).
mohl byt vhodnym predikénim markerem u pacientii se selhdvanim orgénd, popi. sepsi po
kardiochirurgické operaci. Takovy pfedpoklad se ne zcela naplnil, i kdyz u jinych typl pacientil byl
podobné vyuzity, napf. u déti s meningitidou byl IL-6 zvySeny v piipadé septického Soku, a
piestoze po 24 h sledovani hladina klesla, byla stale vyznamné zvySend proti kontrole (p<0,01)
(664). U kardiochirurgickych pacientt byl IL-6 pouzity v kombinaci s hladinou IL-10 jako
prognosticky marker u pacienti s pooperacnimi komplikacemi nebo ¢asnou infekci (665). Faktem
zustava, ze jak IL-10, tak IL-6 jsou zvySeny u velké casti pacientt, ktefi poopera¢nimi
komplikacemi nebo infekci netrpi.

Jednim z davodt, pro¢ samotna IL-6 nemusi byt vhodnym diagnostickym markerem je, ze
hladina IL-6 je regulovéna vlastnim IL-6 na mnoha drovnich. Jednak je to ovlivnéni signalni drahy
supresivnimi nebo inhibujicimi molekulami, kam patfi SOCS3, ktery se vaze na fosforylované
tyroziny podjednotky gp130 receptoru pro IL-6. SOCS3 navic neni indukovan jen IL-6, ale napf.
také IL-10 (666). Dalsim inhibitorem je PIAS3 blokujici STAT3 zprostfedkovanou aktivaci genové

exprese. STAT3 pfitom timto mechanismem nazyvanym ,negative feedback loop*™ autoreguluje
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svou funkci; PIAS3 se vaze jen na aktivovany (fosforylovany) STAT3 (667, 668). Mezi modulatory
odpovédi na ptitomnost IL-6 patii i PTPazy (protein-tyrozin fosfatazy), které svymi SH2 skupinami
interaguji s proteiny a jsou tak schopné ménit signalizaci (669). Dalsi regulace je na tGrovni IL-6
receptoru, ktery miize byt odstépovan a ucastnit se transignalizace nebo byt endocytovan spolecné
s navazanym ligandem (670, 671). Pii internalizaci je kliCova pfitomnost cytoplazmatické casti
podjednotky gpl130 (672). K vyznamnému snizeni exprese IL-6R/gp130 dochazi béhem 30 — 60
min po navazani IL-6 (673). Internalizace je nevratna, IL-6 receptorovy komplex musi byt
syntetizovan de novo (674).

Ptesto snaha o ovlivnéni hladiny IL-6 mlize mit urity terapeuticky potencidl. Bylo zjisténo,
ze kombinace protilatek proti IL-6 a IL-6R je schopna redukovat systémovy zanét a snizit mortalitu

u experimentaln¢ indukované sepse na mysim modelu (675).
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6 ZAVER

V dutsledku kardiochirurgické operace provadéné s mimotélnim obéhem dochazi k nartstu poctu
leukocytl a zvySeni procenta granulocytd. Zarovenn se méni produkce prozanétovych i
protizanétovych proteinti. Nejveétsi nartist ve smyslu kvantity je pozorovan u proteinti povazovanych
za protizanctove, IL-10 a CD163. Béhem operace a kratce po operaci stoupa hladina sérového IL-
10, zatimco nejvyssi exprese CD163 byla naméiena prvni pooperacni den. O snaze organismu
tlumit zanétovou reakci svédei i fakt, ze v pribéhu operace jsou z povrchu bunck odstépovany
povrchové receptory, které jsou Gizce spojeny se zanétem, TLR2 a TLR4. Zajimavym poznatkem je,
7e odstépovan je také vychytdvaci receptor CD163. Naproti tomu u ostatnich receptorti, FCyRI a
Fas, tento efekt pozorovan nebyl.

V poopera¢nim obdobi dochéazi ke zvySeni exprese TLR2, TLR4, Fas a FcyRI, pficemz
maxima je na monocytech dosazeno prvni nebo tfeti pooperacni den, na granulocytech pak treti
pooperacni den.

Metylprednisolon zésadné ovliviiuje mnozstvi sekretovaného IL-10 stejné jako expresi
CDI163. Tyto proteiny jsou pak navic v extrémné vysokych hodnotich detekovany u pacientt
S pooperacnimi  komplikacemi. I kdyZz metylprednisolon podporuje produkci zkoumanych
protizanétovych parametrl, co se tyka vlivu na proteiny zahrnuté spiSe v prozanétové odpovédi,
TLR2 a TLR4, je jeho role nejasna. Jinak je tomu v piipad¢ IL-6, jehoZ sekrece je v pfitomnosti
metylprednisolonu potlacena.

V protikladu k jinym klinickym modeltiim neni pfitomnost pooperac¢nich komplikaci, véetné
sepse, charakterizovana zvySenim exprese FCYRI na granulocytech kardiochirurgickych pacientd.
Navic nebyl zjistén ani ucinek metylprednisolonu na expresi FcyRI na granulocytech. Naproti tomu
metylprednisolon vede k zvyseni exprese Fas. Tento protein se vyskytuje ve zvySeném mnozstvi na
granulocytech septickych pacientdl, at’ byl pouZzity metylprednisolon ¢i ne.

I kdyZ metylprednisolon zasahuje do zanctové reakce, kterd vznikd jako odpovéd na
chirurgicky zékrok, souvislost mezi jeho aplikaci a vySSim nebo nizsi vyskytem pooperacnich
komplikaci nebyla pozorovéna. A to ptesto, ze pouziti metylprednisolonu je provazeno narGstem
produkce ¢i exprese typicky anebo alespon ¢aste¢né protizanétovych proteinti IL-10, CD163 a Fas,
jejichz dalsi navySeni lze pozorovat u pacientli s pooperacnimi komplikacemi. Tiebaze by bylo
mozné tyto znaky v budoucnu vyuzit jako prognostické markery u kardiochirurgickych pacientt,
deregulace zanétové odpoveédi u pacientii s pooperacnimi komplikacemi pravdépodobné probihé na

jiné urovni nez se puvodné predpokladalo.
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