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Cíl: Sledovat sérové koncentrace Hsp60 a Hsp70 v průběhu operace a následných pooperačních dnech u kardiochirurgic-
kých pacientů operovaných s použitím kardiopulmonálního bypassu (CPB) a bez jeho použití. 
Metodika: Bylo sledováno 34 pacientů, kterým byl proveden koronární bypass. Pacienti podstoupili buď konvenční myo-
kardiální revaskularizaci s použitím kardiopulmonálního bypassu nebo byli operováni na bijícím srdci. Obě dvě skupiny se
od sebe významně nelišily věkem, pohlavím, počtem anastomóz a ejekční frakcí. Vzorky žilní krve byly odebírány pacientům
v pěti časových intervalech: při úvodu do anestezie, po ukončení operace, první, třetí a sedmý pooperační den. Koncentra-
ce Hsp60 a Hsp70 byly stanoveny komerčně dostupnými kity ELISA. 
Výsledky: Koncentrace Hsp60 se nelišila mezi pacienty operovanými s CPB a bez CPB s výjimkou sedmého dne, kdy by-
la koncentrace sérového Hsp60 u pacientů operovaných na bijícím srdci významně nižší v porovnání s ostatními odběry 
(p < 0,0151). Koncentrace Hsp70 se u pacientů operovaných s CPB a bez CPB významně lišila bezprostředně po ukončení
operačního výkonu, kdy u pacientů operovaných s CPB docházelo k výraznému nárůstu sérového Hsp70 v porovnání s pa-
cienty operovanými na bijícím srdci (p < 0,0259).
Závěry: Studie prokázala zvýšené sérové koncentrace Hsp70 u kardiochirurgických pacientů operovaných s použitím 
CPB ve srovnání s pacienty operovanými na bijícím srdci, což naznačuje větší ischemicko-reperfuzní poškození při tomto
typu operace.
Klíčová slova: Kardiochirurgická operace – Hsp60 – Hsp70 – CPB (kardiopulmonární bypass)
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Background/Aims: To study the perioperative and postoperative serum levels of heat shock proteins Hsp60 and Hsp70 in
cardiac surgical patients operated with or without cardiopulmonary bypass (CPB).
Methods: Thirty-four patients undergoing coronary artery bypass grafting (CABG) were operated either with or without the
use of CPB. The subgroups did not differ in age, sex, number of anastomoses, and ejection fraction. Samples of venous
blood were taken at five intervals: at the induction to anesthesia, upon completion of surgery and on postoperative days 1,
3, and 7. Hsp60 and Hsp70 levels were detected by commercially available ELISA kits.
Results: Hsp60 levels did not differ between patients with or without CPB. Hsp60 levels were significantly decreased in 
patients operated without CPB on postoperative day 7 (p < 0.0151). The dynamics of Hsp70 was different between the 
subgroups with and without CPB. We found significantly increased levels of Hsp70 upon completion of surgery in patients
operated with CPB (p < 0.0259).
Conclusion: The study demonstrated increased Hsp70 levels in cardiac surgical patients undergoing CABG using CPB 
compared with patients operated on the beating heart. This finding is in accordance with more profound ischemia-reperfusion
injury in patients operated with the use of CPB.
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Použité zkratky
CPB mimotělní oběh
HSE heat shock element 
HSF heat shock transcription factor
Hsp stresový protein
TNF-α tumor-nekrotizující faktor α

ÚVOD

Kardiochirurgické operace představují náročný vý-
kon, který je i přes velké pokroky v této oblasti 
mnohdy spojen s řadou pooperačních komplikací. Ty
mohou souviset s aktivací nespecifických složek imu-
nitního systému a rozvojem syndromu systémové
zánětlivé odpovědi (SIRS). SIRS bývá spojen se systé-
movým oxidativním stresem, při němž dochází k tvor-
bě reaktivních kyslíkových forem (ROS) poškozujících
buněčné struktury a tvořících další škodlivé meta-
bolity.(12,16) Volné kyslíkové radikály jsou považovány
za jednu z nejvýznamnějších poškozujících složek při
kardiochirurgickém výkonu.(20,31) V buňkách myokar-
du, a také v buněčných elementech jiných tělních
soustav včetně soustavy imunitní, však existují nebo
jsou indukovatelné některé adaptační mechanismy,
které jsou schopny ochránit buňky před nežádoucími
účinky ischemie a reperfuze. V této souvislosti jsou
uváděny jako jedny z nejdůležitějších stresové pro-
teiny (Hsp). Některé studie se soustředí na pochope-
ní jejich role v kardioprotekci.(9,26,27,28) 

Hsp jsou multigenní rodinou proteinů s molekulo-
vou hmotností v rozmezí 10–150 kDa a výskytem 
ve všech důležitých buněčných organelách.(1) Jejich
název vyplývá z historických souvislostí, kdy byla
v roce 1962 u drosofily popsána reakce na tepelný
šok tvorbou zduřelých míst na chromosomech izo-
lovaných z buněk slinných žlaz.(11) Jednalo se o vaz-
bu transkripčních faktorů na specifická místa genů
hsp.(12) Hsp jsou indukovány nejen zvýšenou teplo-
tou, ale také řadou dalších stimulů jako je působení
virů, různých chemikálií, těžkých kovů, steroidních
hormonů, dále mechanickým stresem, anoxií a vy-
stavením volným radikálům.(6,11,12) Hsp patří k evo-
lučně starým proteinům vyskytujícím se u prokaryot,
eukaryot včetně rostlin, a napříč různými druhy jsou
strukturně velmi konzervativní.(11) Některé Hsp jsou
exprimovány konstitutivně, jiné jsou přísně induci-
bilní.(11) Stresová regulace exprese Hsp probíhá ze-
jména na úrovni transkripce. Na specifické sekvence
v promotorové oblasti genů hsp zvané HSE (heat
shock element) se vážou aktivované specifické tran-
skripční faktory HSF (heat shock transcription factor)
a spouští transkripci genů hsp.(1,18) Funkce protei-
nů Hsp jsou velice rozmanité a daly by se shrnout
pojmem udržení normálních buněčných funkcí,
buněčné homeostázy. Nejčastěji bývá uváděna jejich
funkce molekulárních „chaperonů“, tedy proteinů,
které jsou schopny ovlivňovat terciární a kvarterní
strukturu ostatních proteinů.(1,7) Dále je uváděna
řada funkcí, mezi něž patří například inhibice apo-
ptózy, regulace buněčného cyklu, ochrana cytoske-
letu a další.(1,12) 

Největší pozornost je v souvislosti s onemocněními
srdce a oběhové soustavy u Hsp věnována rodinám

Hsp70 a Hsp60. Hsp70, nazývaný též mortalin, vyka-
zuje různé subcelulární lokalizace, avšak dominant-
ně je přítomen v mitochondriích. Zde je zodpovědný
za transport proteinů dovnitř organel a jeho činnost
závisí na ATP.(9) Hsp70 dále odpovídá za sestavování
proteinů i multimerních proteinových komplexů jak
v cytosolu, tak v mitochondriích a degradaci protei-
nů.(25) Má také rozmanité funkce související s buněč-
nou proliferací a neoplastickou transformací.(9) Jeho
inhibice indukuje smrt buněk.(12) Současný výzkum
se zaměřuje též na jeho protektivní funkce a mož-
né terapeutické využití proti působení poškozujícího
buněčného stresu.(9)

Hsp60 se nachází hlavně v mitochondriích, ale
jsou popsány změny v intracelulární lokalizaci,
exprese na buněčném povrchu a jeho uvolňování
z mrtvých či umírajících buněk.(11) Hsp60 je silně
závislý na svém cochaperonu Hsp10, který se k němu
váže a ovlivňuje jeho vazebné vlastnosti a ATPázovou
aktivitu.(9,25) Hsp60 funguje jako hlavní mitochon-
driální molekulární chaperon a je zodpovědný za
transport mitochondriálních proteinů kódovaných
jadernou DNA dovnitř mitochondrií.(1,9,29) Účastní se
sestavování a degradace proteinů a též translokaci
organel.(12) Extracelulární Hsp60, stejně jako Hsp70,
aktivuje přirozenou imunitu CD14-de-pendentním
způsobem.(4)

Kardiochirurgické zákroky jsou v současnosti pro-
váděny dvěma odlišnými způsoby. Buď jde o opera-
ci na srdci, které je vyřazeno z činnosti a jeho funk-
ci přebírá podpůrné zařízení (technika využívající
CPB-cardiopulmonary bypass, „on-pump“ surgery),
a nebo jde o novější přístup – operaci na bijícím 
srdci („off-pump“ surgery).(8) Kardiochirurgické ope-
race bez použití CPB jsou považovány za méně rizi-
kové ve smyslu rozvoje syndromu systémové zánětli-
vé odpovědi.(2)

Cílem této práce je sledovat změny koncentrace
Hsp60 a Hsp70 v séru u pacientů během kardiochi-
rurgického zákroku a krátce po něm. V souvislosti
s odlišnými technikami vedení operace je naším cílem
též sledovat, zda se operace s mimotělním oběhem
a operace na bijícím srdci pojí s odlišnou expresí
a uvolněním Hsp. 

MATERIÁL  A METODY 

Soubor pacientů
Bylo sledováno 34 pacientů (26 mužů a 8 žen), kte-
rým byl poprvé proveden koronární bypass. Studie
byla schválena Etickou komisí Lékařské fakulty Uni-
verzity Karlovy a Fakultní nemocnice v Hradci Králo-
vé. Od každého účastníka studie byl obdržen infor-
movaný souhlas. Pacienti prodělali buď konvenční
myokardiální revaskularizaci s použitím CPB (n = 17,
průměrný věk 70,53 ± 7,05 let) nebo byli operováni
na bijícím srdci (n = 17, průměrný věk 66,41 ± 10,12
let). Obě dvě skupiny se od sebe významně neliši-
ly věkem, pohlavím, počtem anastomóz a ejekčních
frakcí. Medián ejekční frakce u nemocných operova-
ných s CPB byl 0,65. Totožná hodnota ejekční frakce
byla i u nemocných operovaných bez použití CPB.
V obou skupinách nemocných byl totožný počet pro-
vedených anastomóz (medián 2,0). Operační postupy
a postupy vedení CPB byly obdobné pro všechny
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pacienty. Pooperační péče byla zajišťována na jednot-
ce intenzivní péče kardiochirurgické kliniky, ze kte-
ré byli pacienti v závislosti na zdravotním stavu 
překládáni na standardní oddělení. Podrobný popis
operace včetně CPB je uveden v naší publikaci Ku-
nese a spol.(10)

Odběr vzorků 
Vzorky žilní krve byly odebírány pacientům v pěti

časových intervalech: při úvodu do anestezie (vzo-
rek 1), po ukončení operace (vzorek 2), první poope-
rační den (vzorek 3), třetí pooperační den (vzorek 4)
a sedmý pooperační den (vzorek 5). 

Laboratorní zpracování 
Žilní krev byla odebírána do odběrových zkumavek

firmy Saarstedt (Německo). Po koagulaci a centrifu-
gaci bylo sérum rozděleno do alikvotů a zamraženo
při -40 °C. Vzorky byly zmraženy a rozmraženy pouze
jednou. Koncentrace Hsp60 a Hsp70 byly stanoveny
komerčně dostupnými kity ELISA (Elisa Stressgen
Bioreagents, Německo) a hodnoceny spektrofotome-
tricky při 450 nm. 

Statistické hodnocení 
Změny ve sledovaných parametrech a rozdíly mezi

skupinami byly vyhodnoceny dvoucestnou analýzou
variance pro opakované měření a následným Fishe-
rovým testem pro mnohonásobná porovnání. Dyna-
mika změn je vyjádřena jako průměrné hodnoty
dosažené v jednotlivých odběrech. Všechny testy byly
prováděny při α = 0,05. Statistické hodnocení bylo
provedeno pomocí statistického softwaru Statistica
5.5 (StatSoft, USA).

VÝSLEDKY

Výsledky stanovení sérové koncentrace Hsp60 u pa-
cientů operovaných s použitím CPB jsou znázorněny
na obrázku 1. Koncentrace Hsp60 se pohybovaly
v rozmezí 0,15–12,85 ng/ml a nevykazovaly statistic-
ky významné změny v průběhu operace a následných
sedmi pooperačních dnů. 

U pacientů operovaných na bijícím srdci se sérové
koncentrace Hsp60 pohybovaly mezi 0,15 –23,25 ng/ml,
jak je znázorněno na obrázku 2. Změny v koncen-
traci byly opět shledány statisticky bezvýznamné
s výjimkou posledního odběru – sedmý pooperační
den, kdy byla koncentrace sérového Hsp60 význam-
ně nižší v porovnání s ostatními odběry (p < 0,0151).

Porovnáním dynamiky sérového Hsp60 u obou
dvou skupin pacientů jsme neodhalili žádné význam-
né rozdíly mezi skupinou pacientů operovaných
s použitím CPB a pacientů operovaných na bijícím
srdci (p = 0,56), výsledky nejsou uvedeny. 

Stanovení koncentrace sérového Hsp70 u pacien-
tů operovaných s použitím CPB přineslo následují-
cí výsledky: koncentrace Hsp70 se pohybovaly mezi
0,24–10,64 ng/ml a statisticky významný nárůst byl
prokázán bezprostředně po skončení operace (p <
0,0001). Průměrné hodnoty sérového Hsp70 u pa-
cientů s CPB v perioperačním a pooperačním období
jsou zachyceny na obrázku 3.

U pacientů operovaných na bijícím srdci se kon-
centrace sérového Hsp70 pohybovaly mezi 0,23–6,88
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Obr. 1 Hsp60 – změny sérových koncentrací u nemocných
operovaných s CPB
F (4,64) = 0,36, p < 0,8385
F – hodnota Fisherova testu
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Obr. 2 Hsp60 – změny sérových koncentrací u nemocných
operovaných bez CPB
F (4,64) = 3,34, p < 0,0151
F – hodnota Fisherova testu
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Obr. 3 Hsp70 – změny sérových koncentrací u nemocných
operovaných s CPB
F (4,64) = 21,12, p < 0,0001
F – hodnota Fisherova testu

ng/ml, jak je uvedeno na obrázku 4. Mezi koncentra-
cemi Hsp70 při jednotlivých odběrech nebyl nalezen
významný rozdíl, tzn. koncentrace Hsp70 se v inkri-
minovaném čase příliš neměnila.
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Při porovnání dynamiky Hsp70 u pacientů opero-
vaných s CPB a bez CPB byly nalezeny významné roz-
díly v koncentraci bezprostředně po ukončení ope-
račního výkonu, kdy u pacientů operovaných s CPB
docházelo k výraznému nárůstu sérového Hsp70
v porovnání s pacienty operovanými na bijícím srdci
(p < 0,0259, obrázek 5).

DISKUSE

Předkládaná studie sleduje koncentrace sérových
proteinů Hsp60 a Hsp70 u pacientů během kardio-
chirurgického výkonu a následně po něm. Již řa-
du let jsou studovány postupy a strategie zlepšující
ochranu myokardu a urychlující rychlost fyziolo-
gického zotavení po kardiochirurgických výko-
nech.(1,15,22) Experimentálně na zvířecích modelech
bylo prokázáno, že krátká ischemie srdce vede k rezi-
stenci k následným ischemickým periodám a obdob-
né postupy u dalších orgánů, jako jsou ledviny nebo
tenké střevo, jsou též schopny navodit ochranu myo-
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Obr. 4 Hsp70 – změny sérových koncentrací u nemocných
operovaných bez CPB
F (4,64) = 1,77, p < 0,1461
F – hodnota Fisherova testu

Obr. 5 Hsp70 – porovnání sérových koncentrací u nemoc-
ných operovaných s CPB a bez CPB
F (1,32) = 5,46, p < 0,0001
F – hodnota Fisherova testu

kardu. Naopak krátká ischemická perioda myokardu
může snížit například plicní poškození po následném
kardiochirurgickém výkonu.(15,24) Nabízí se tedy otáz-
ka, jaké ochranné mechanismy jsou při ischemických
dějích indukovány a jakým způsobem je ochrana 
jednoho typu tkáně zprostředkována působením na
jinou tkáň. Soudí se, že důležitou, i když ne jedinou,
roli v mechanismu ochrany sehrávají proteiny Hsp,
které zvyšují ochranu buněk při ischemicko-re-
perfuzních dějích, zlepšují postischemickou funkční
obnovu myokardu a mohou také snížit incidenci po-
operační fibrilace síní.(1,30) Hsp posilují proteosynté-
zu, stabilizují nově formované proteiny a opravují
denaturované proteiny.(24) Blahodárné působení je
připisováno také enzymům s antioxidačními vlast-
nostmi jako je superoxid dismutáza a kataláza.(1,15,24)

Prokázali jsme, že kardiochirurgický výkon za po-
užití CPB vedl k větší indukci sérového Hsp70 v po-
rovnání s koncentracemi u pacientů operovaných na
bijícím srdci. Podobné výsledky publikovali Dybdahl
a spol., kteří nacházeli nejvyšší sérové koncentrace
Hsp70 2 hod. po operaci u pacientů operovaných
s CPB.(3) V našem souboru byly rozdílné koncentrace
Hsp70 nalezeny bezprostředně po ukončení operace,
kdy u pacientů operovaných s CPB docházelo k vý-
znamnému nárůstu tohoto proteinu. To odpovídá
skutečnosti, že při operaci s použitím CPB dochází
k daleko většímu ischemicko-reperfuznímu poškoze-
ní. Z pohledu rozvoje systémové zánětlivé odpovědi je
operace s použitím CPB považována za rizikovější.(5,13)

V buněčných kulturách koronárních endotelových
buněk a srdečních myocytů, stejně jako u experi-
mentálních zvířat, bylo potvrzeno, že zvýšené kon-
centrace Hsp70 vedou ke kardioprotekci a k rezis-
tenci k ischemii.(11,12,23) Intracelulární koncentrace
Hsp70, avšak ne sérové, negativně korelují s poope-
rační fibrilací síní, která je považována za běžnou
arytmii po kardiochirurgickém výkonu.(17) Ohse
a spol. měřili expresi mRNA pro Hsp70 v polymorfo-
nukleárních buňkách za účelem určení stupně peri-
operativního stresu. Prokázali slabý nárůst mRNA
pro Hsp70 na konci operace a výrazný nárůst 6 hodin
po operaci, přičemž k vyrovnání koncentrace na před-
operační úroveň došlo 48 hodin po operaci.(21) Stu-
die Schmitta a spol. ukázala, že nárůst Hsp70 byl 
po kardiochirurgickém výkonu v průměru dvojnásob-
ný jak v jádře, tak v cytosolu myocytů a endoteliál-
ních buněk.(28)

Na význam Hsp70 je možno pohlížet z několika
úhlů. Bylo prokázáno, že extracelulární Hsp70 je po-
važován za určitý signál nebezpečí, který vede k akti-
vaci imunitního systému. In vitro bylo prokázáno, 
že má významný imunoregulační potenciál. Může 
být též považován za ukazatel, který odráží stupeň
poškození myokardu, kdy je do oběhu uvolňován
z nekrotických či poškozených buněk. Zdrojem
Hsp70 uvolněného do oběhu pak mohou být jak sa-
motné buňky myokardu, tak leukocyty, zejména po-
škozené monocyty a granulocyty.(3)

Pokud jde o protein Hsp60, nebyly nalezeny rozdí-
ly v koncentraci mezi nemocnými operovanými s po-
užitím CPB a nemocnými operovanými na bijícím
srdci. Zajímavé je pouze zjištění, že u pacientů ope-
rovaných na bijícím srdci dochází při posledním
odběru, tj. sedmý pooperační den k významnému po-
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klesu Hsp60 oproti předešlým hodnotám. Hsp60 bý-
vá exprimován po působení různých stresových fak-
torů včetně ischemie a reperfuze.(27) Byla nalezena
pozitivní korelace mezi sérovou koncentrací Hsp60
a TNF-α. Koncentrace cirkulujícího Hsp60 jsou aso-
ciovány s časnými stadii kardiovaskulárních onemoc-
nění. Hsp60 působí jako prozánětlivý protein, ale jeho
prozánětlivá aktivita není vyjádřena pokud je uložen
nitrobuněčně. V koncentraci větší než 100 µg/ml
v plazmě je biologicky aktivní a je schopen stimulovat
myeloidní buňky k produkci prozánětlivých mediáto-
rů a endotelové buňky k expresi adhezivních mole-
kul, což může přispívat k patogenezi aterosklerózy.
Narůstají důkazy o tom, že Hsp60 uvolněný do oběhu
je asociován s rozvojem choroby věnčitých tepen.(9,29)

Studie Schäflera nezjistily zvýšené hodnoty Hsp60
v myokardu pacientů podstupujících kardiochirur-
gické výkony, zato u pacientů s chronickou fibrila-
cí síní docházelo k 2,5násobnému nárůstu Hsp60
v porovnání s pacienty s normálním sinusovým ryt-
mem.(26,27) Při pokusech s buněčnými kulturami, kde
byla simulována ischemie, bylo zjištěno, že pouze
zvýšená exprese Hsp60 bez zvýšené exprese Hsp10
nemá žádné protektivní účinky.(12) 

Nelze si nepoložit otázku, zda zvýšení sérové kon-
centrace Hsp60 a Hsp70 přináší pozitivní, či negativ-
ní následky pro operovaného pacienta. Z hlediska
navození ochrany myokardu a dalších tkání je induk-
ce Hsp považována za pozitivní jev. Některé studie se
zabývají aplikací indukce Hsp v klinické praxi a zkou-
mají různé farmakologické postupy zvyšující expre-
si Hsp.(1,6,12,14,19)

ZÁVĚR 

Studie prokázala zvýšené koncentrace Hsp70 u kar-
diochirurgických pacientů operovaných s použitím
CPB oproti pacientům operovaných na bijícím
srdci. K výraznému nárůstu koncentrace sérové-
ho Hsp70 dochází bezprostředně po ukončení ope-
race u pacientů operovaných s CPB, což naznačuje
větší ischemicko-reperfuzní poškození při tomto
typu operace. Výzvou k následným studiím je ko-
relovat tyto výsledky s klinickými daty jednotlivých
pacientů.
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